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D u e  t o  t h e  i m p o r t a n c e  o f  c a r b o h y d r a t e s  i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s ,  
m a n y  e f f o r t s  h a v e  b e e n  m a d e  t o  d e v e l o p  a  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d  f o r  
a n a l y s i s  o f  c a r b o h y d r a t e s  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  T h e  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  d i s s o l v e d  s u g a r s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  r e q u i r e  a  s e n s i t i v e  a n a l y t i c a l  
m e t h o d .  I n  t h i s .  s t u d y ,  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  o f  a l d i t o l  a c e t a t e  
d e r i v a t i v e s  o f  s u g a r s  w a s  i n v e s t i g a t e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  a n d .  q u a l i - -
t a t i v e  a n a l y s i s  o f  i n d i v i d u a l  d i s . s o l v e d  s u g a r s  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  
·  T h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  o f  s u g a r s  giv(~ o n l y  o n e  d e r i v a t i v e  
f o r  e a c h  s u g a r , .  y i e l d i n g  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  r e s u l t s .  
T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  w a s  ? . 5  n M  f o r  e a c h  s u g a r .  B e c a u s e  o f  t h i s  
v e r y  l o w  d e t e c t i o n  l i m i t ,  o n l y  1 0 0  m l  o f  s a m p l e  w a s  r e q u i r e d  f o r  
a n a l y s i s .  
. .  
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•  
F r o m  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s ,  q u a l i -
t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  p e n t o s e s  ( a r a b i n o s e  a n d  x y l o s e )  
a n d  h e x o s e s  ( m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  a n d  g l u c o s e )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  
T h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  a n d  i t s  t r i b u t a r i e s ,  w h i c h  a r e  l o c a t e d  n e a r  
K l a m a t h  F a l l s ,  O r e g o n .  T o t a l  o r g a n i c  c a r b o n  c o n c e n t r a t i o n s  v a r y  
g r e a t l y  i n  t h i s  r i v e r  s y s t e m  a s  a  r e s u i t  o f  t h e  r i v e r  p a s s i n g  t h r o u g h  
K l a m a t h  M a r s h ,  w h i c h  i n t r o d u c e s  v e r y  h i g h  a m o u n t s  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  
i n t o  t h e  r i v e r  s y s t e m .  
T h e  r a n g e  o f  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i s s o l v e d  s u g a r s  i s  
0 . 0 7  t o  7 . 3  µ M ;  t h e  l o w e s t  o c c u r r i n g  i n  t h e  s p r i n g  w a t e r s ,  a n d  t h e  
h i g h e s t  i n  h u m i c - r i c h  w a t e r s .  
M o n o s a c c h a r i d e ,  p o l y s a c c h a r i d e  , ·  a n d  h u m i c - b o n d e d .  s a c c h a r i d e  
c o n c e n t r a t i o n s ,  w h i c h  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h r e e  s a m p l e  s i t e s ,  s h o w e d ·  
v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o s a c c h a r i d e s ,  n T 5 C ! e r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p o l y s a c c h a r i d e s ,  a n d  m o d e r a t e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h u m i c - b o n d e d  
s a c c h a r i d e s .  
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T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  
M i n o a  S h a k e r i n  S w e e t  p r e s e n t e d  M a y  1 7 ,  1 9 7 9 .  
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A C K N O W L E D G M E N T S  
T h i s  r e s e a r c h  w a s  s u p p o r t e d  b y  t h e  O f f i c e  o f  W a t e r  R e s e a r c h  
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I N T R O D U C T I O N  
A n  i m p o r t a n t  s t u d y  o f  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  o r g a n i c  m a t t e r  i n  
n a t u r a l  w a t e r s  w a s  c o n d u c t e d  b y  B i r g e  a n d  J u d a y  ( 1 9 2 6 ,  1 9 3 4 ) ,  w h o  
s t u d i e d  o v e r  5 0 0  W i s c o n s i n  l a k e s .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  d i s s o l v e d  
o r g a n i c  m a t t e r  w a s  e s t i m a t e d  t o  b e  1 5 . 6  p e r c e n t  c r u d e  p r o t e i n ,  0 . 7  
p e r c e n t  l i p i d  m a t e r i a l ,  a n d  8 3 . 7  p e r c e n t  c a r b o h y d r a t e .  N e i t h e r  t h e  
p r o t e i n  n o r  t h e  c a r b o h y d r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  a n a l y t i c a l l y ,  
b u t  · r a t h e r  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  a l l  n i t r o g e n  w a s  p r e s e n t  a s  c r u d e  
p r o t e i n  (perc~nt p r o t e i n  i s  a p p r o x i m a t e l y  6 . 2 5  t i m e s  t h e  p e r c e n t  
n i t r o g e n )  . .  T h e  r e m a i n i n g  w a t e r - s o l u b l e  o r g a n i c  m a t e r i a l  " i v a s  a s s u m e d  
t o  b e  c a r b o h y d r a t e s .  
I n  1 9 5 7 ,  S h a p i r o  f o u n d  t h a t  t h e  e t h y l  a c e t a t e  e x t r a c t a b l e  
o r g a n i c  m a t t e r  f r o m  n a t u r a l  w a t e r s  w a s  a  m i x t u r e  o f  c o l o r l e s s  a n d  
c o l o r e d  c a r b o x y l i c  a c i d s .  
T h e  c h e m i c a l  t e s t s  s h o w e d  t h a t  t h e s e  
o r g a n i c  a c i d s  h a v e  a  p h e n o l i c  o r  e n o l i c  . c h a r a . c t e r .  I n f r a - r e d  s p e c t r a -
s c o p y  o f  v a r i o u s  d e r i v a t i v e s  i n d i c a t e d  a  m i x t u r e  o f  h y d r o x y  c a r b o x y l i c  
a c i d s .  T h e  d i s s o l v e d  o r g a n i c  m a t t e r  f r o m  e l e v e n  l a k e s  h a d  r e a s o n a b l y  
c o n s t a n t  c o m p o s i t i o n .  A c c o r d i n g  t o  S h a p i r o  ( 1 9 5 7 ) ,  t h e  d i s s o l v e d  
o r g a n i c  m a t t e r  ( w h i c h  w a s  v e r y  r e s i s t a n t  t o  c h e m i c a l  o x i d a t i o n )  
p r o b a b l y  o r i g i n a t e d  a s  a  r e s u l t  o f  d e c o m p o s i t i o n  o f  o r g a n i c  m a t t e r .  
i n  s o i l  a n d  p o s s i b l y  i n  s e d i m e n t s  a s  w e l l .  ·  
F r o m  1 9 5 7  u n t i l  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  s t u d y  o f  d i s s o l v e d  o r g a n i c  
m a t t e r  i n  n a t u r a l  w a t e r s  h a s  b e e n  c o n t i n u e d .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
s o m e  o r g a n i c  m a t e r i a l  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  i n  s e v e r a l  l a k e  s y s t e m s  
( S a u n d e r s ,  1 9 6 3 ;  Walsh~ 1 9 6 5 ;  a n d  W e i n m a n n ,  1 9 7 0 ) .  L e e n h e e r  a n d  
M a l c o l m  ( 1 9 7 3 )  f r a c t i o n a t e d  d i s s o l v e d  o r g a n i c  m a t t e r  b y  f r e e - f l o w  
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- . - - • J . 1 - _ _ _  . . . _ ,  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  ,  _ _ _ _ _  ,  ,  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  ,  
2  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  f o u n d  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  c o l o r l e s s  o r g a n i c  
m a t e r i a l  i n  w a t e r  a n d  s o i l  s a m p l e s .  L e e n h e e r  a . n d  H u f f m a n .  ( 1 9 7 6 )  
d e v e l o p e d  a n  a d s o r p t i o n  p r o c e d u r e  w h i c h  u t i l i z e s  m a c r o r e c t i c u l a r  r e s i n s  
t o  s e p a r a t e  d i s s o l v e d  o . r g a n i c  m a t t e r  i n t o  a  h y d r o p h i l i c  a n d  a  h y d r o -
p h o b i c  f r a c t i o n .  T h e  h y d r o p h i l i c  o r g a n i c  s o l u t e  w a s  f r a c t i o n a t e d  i n t o  
a c i d ,  b a s e ,  a n d  n e u t r a l  c o m p o u n d s .  R e u t e r  a n d  P e r d u e  ( 1 9 7 7 )  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  b u l k  o f  d i s s o l v e d  o r g a n i c  m a t t e r  i n  n a t u r a l  w a t e r s  c o n s i s t s  
o f  h i g h l y  o x i d i z e d  ~hemically a n d  b i o l o g i c a l l y  s t a b l e  p o l y m e r i c  c o m -
p o u n d s  c l o s e l y  r e s e m b l i n g  s o i l  h u m i c  s u b s t a n c e s .  T h e  a q u a t i c  h u m i c  
p o l y m e r s  p a r t i c i p a t e  i n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  t h r o u g h  i o n i z a b l e  f u n c t i o n a l  
g r o u p s .  
C a r b o h y d r a t e s  f r o m  a  v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  
s o u r c e s  h a v e  b e e n  m e a s u r e d  a n d  a n a l y z e d .  T h e r e  a r e ·  n u m e r o u s  s t u d i e s  
-
o n  c a r b o h y d r a t e s  i n  s o i l  ( L o w e ,  1 9 6 8 ,  1 9 6 9 ,  1 9 7 5 ;  C l a r k  a n d  T a n ,  1 9 6 9 ) ,  
a n d  i n  r i v e r  a n d  l a k e  s e d i m e n t s  ( R a n d a  a n d  M i z u ; n o ,  1 9 7 3 ;  R a n d a ,  1 9 7 2 ;  
V a l l e n t y n e  a n d  B i d w e l l ,  1 9 5 6 ;  W h i t t a k e r  a n d  V a l l e n t y n e ,  1 9 5 7 ) - .  C a r b o -
h y d r a t e s  h a v e  a l s o  b e e n  m e a s u r e d  i n  a q u a t i c  p l a n t s  ( R o g e r s ,  1 9 6 5 ) .  
I n  n a t u r a l  w a t e r s ,  c a r b o h y d r a t e s  h a v e ·  n o t  b e e n  s t u d i e d  a s  e x t e n -
s i v e l y  a s  i n  s e d i m e n t s .  V a l l e n t y n e  a n d  W h i t t a k e r  ( 1 9 5 6 )  a n a l y z e d  f r e e  
s u g a r s  i n  f i l t e r e d  l a k e  w a t e r  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e y  c o u l d  
n o t  s t a t e  a n y  e x a c t  a m o u n t  o f  d i s s o l v e d  f r e e  s u g a r s ,  b u t  t h e y  d i d  
s t a t e  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  d i s s o l v e d  s u g a r s  w a s  a  f e w  µ g / l .  
I n  m o s t  s t u d i e s  s i n c e  1 9 5 6 ,  t o t a l  h y d r o l y z a b l e  c a r b o h y d r a t e s  h a v e  
b e e n  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  o f  p h e n o l - s u l f u r i c  a c i d  
( D u b o i s  e t . a l . ,  1 9 5 6 )  i n  w h i c h  t h e  t o t a l  c a r b o h y d r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  
r e p o r t e d  i n  glu~ose e q u i v a l e n t s .  T h i s  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  i s  b a s e d  
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o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  o r a n g e - y e l l o w  c o l o r  w h i c h  i s  p r o d u c e d  b y  
r e a c t i o n  o f  t h e  s u g a r  w i t h  p h e n o l - s u l f u r i c  a c i d  r e a g e n t .  T h e  w . a v e -
l e n g t h  o f  m a x i m u m  a d s o r p t i o n  f o r  h e x o s e s  i s  a t  4 9 0  n m  a n d  f o r  p e n t o s e s  
a t  4 8 0  n m .  T h e r e f o r e ,  i f  t h e  t o t a l  s u g a r  a n a l y s i s  i s  d~ne, t h e r e  
w o u l d  b e  a  p r o b l e m  c a u s e d  b y  h a v i n g  t w o  m a x i m u m  w a v e  l e n g t h s  w h i c h  
a r e  c l o s e  t o g e t h e r ,  mak~ng q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  d i f f i c u l t .  T h e  g r a m  
a d s o r p t i v i t y  i s  d i f f e r e n t  f o r  e q u a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i f f e r e n t  s u g a r s ,  
w i t h  a b s o r b a n c e  r a n g i n g  f r o m  0 . 6 7  t o  0 . 9 7  f o r  . 4 4  µ m o l e s  o f  e a c h  s u g a r .  
T h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e  w a s  q b t a i n e d  u s i n g  5  t o  0 . 1 9  m M  o f  e a c h  s u g a r .  
T h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  D u b o i s  e t  a l .  ( 1 9 5 6 )  c a n  b e  u s e d . t o  g i v e  a n  
e s t i m a t i o n  o f  t h e  s u g a r  c o n t e n t  o f  p u r e  s o l u t i o n s .  I n  m o r e  r e c e n t  
y e a r s ,  
t h e  m e t h o d  o f  D u b o i s  ~t a l  . .  
( 1 9 5 6 )  h a s  b e e n  u s e d  f o r  d e t e r -
m i n a t i o n  o f  t o t a l  d i s s o l v e d  c a r b o h y d r a t e s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  i n  t h e  
; : :  
~....... .  
p r e s e n c e  o f  h u m : ! . . c  s u b s t a n c e s  
( B i k b u l a t o v  a n d  S k o p i n t s e v ,  
1 9 7 4 ) .  
T h e  
a m o u n t s  o f  s u g a r s  i n  s o m e  n a t u r a l  w a t e r s  b e f o r e  a n d  a f t e r  h y d r o l y s i s ,  
w i t h  2  N  H
2
s o
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f o r  s i x  h o u r s  w a s  o b t a i n e d .  A f t e r  h y d r o l y s i s ,  t h e  c o n -
c e n t r a t i o n  o f  t o t a l  s u g a r  v a r i e d  f r o m  1 0  t o  2 0  µ M ,  w h i c h  w a s  s i m i l a r  
t o  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  w i t h o u t  p r i o r  h y d r o l y s i s  ( 9  - 2 3  µ M ) .  T h e  
c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  u s e d  i n  t h i s  m e t h o d  c a n  a p p a r e n t l y  h y d r ? l y z e  
t h e  c a r b o h y d r a t e s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  a t  t h e  s a m e  t i m e  t h e  c o l o r e d  
d e r i v a t i v e  i s  b e i n g  f o r m e d .  T h e  w a v e l e n g t h  u s e d  f o r  t h e  c o l o r i m e t r i c  
m e t h o d  o f  B i k b u l a t o v  a n d  S k o p i n t s e v  ( 1 9 7 4 )  w a s  4 8 5  n m ,  w h i c h  i s  b e t w e e n  
t h e  a b s o r b a n c e  m a x i m a  o f  h e x o s e s  ( 4 9 0  n m )  a n d  p e n t o s e s  ( 4 · 8 0  n m )  
o b t a i n e d  b y  D u b o i s  e t  a l .  { 1 9 5 6 ) .  
Sev~ral p a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  d e t e r -
m i n a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  c a r b o h y d r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  
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( V a l l e n t y n e  a n d  W h i t t a k e r ,  1 9 5 6 ;  a n d  D e g e n s  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .  T h e s e  
m e t h o d s  a r e  c u m b e r s o m e  a n d  t i m e  c o n s u m i n g  d u e  t o  t h e  l a r g e  v o l u m e  o f  
w a t e r  s a m p l e  ( 2 , 0 0 0  m l )  w h i c h  m u s t  b e  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s .  L a r g e  
v o l u m e s  o f  w a t e r  a r e  r e q u i r e d  b e c a u s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i s s o l v e d  
c a r b o h y d r a t e s  a r e  v e r y  l o w  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  
f o r  t h e  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  i s  1  µ g  f o r  e a c h  s u g a r .  U s i n g  
t h i s  m e t h o d ,  D e g e n s  a n d  R e u t e r  ( 1 9 6 4 )  o b t a i n e d  0 . 0 8  - 0 . 1 9  µ M  f o r  
t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  s u g a r s  i n  o f f s h o r e  C a l i f o r n i a  s e a w a t e r s .  
S e m e n o v · e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  d e t e r m i n e d  f r e e  r e d u c i n g  s u g a r s  a n d  s u g a r s  
·  f o r m e d  u p o n  h y d r o l y s i s  o f  m o r e  c o m p l e x  c a r b o h y d r a t e - l i k e  compo~nds 
i n  t h e  w a t e r s  o f  s o m e  S o v i e t  r i v e r s  b y  u s i n g  t h e  p - a m i n o h i p p u r i c  a c i d  
m e t h o d  ( I v l e v a .  e t  ~1; _ _  ,  1 9 6 4 ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  s u g a r s  o b t a i n e d  
b y  S e m e n o v  e t  a l . ,  ( 1 9 6 7 )  w a s  0 . 1 7  - 1 . 1 1  µ M .  
- · -
E n z y m a t i c  m e t h o d s  h a v e  a l s o  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  a n a l y s i s  o f  
s u g a r s  i n  n a t u r a l  w a t e r s ,  b u t  a r e  u s e f u l  o n l y  f o r  g l u c o s e  a n d ,  t o  s o m e  
e x t e n t ,  f o r  g a l a c t o s e  ( S w a i n  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .  
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t r i m e t h y l s i l y l  e t h e r  d e r i v a t i v e s  o f  s u g a r s  
h a s  b e e n  u s e d  f o r  a n a l y s i s  o f  i n d i v i d u a l  s u g a r s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  
( H e n n i n g ,  1 9 7 7 ) .  T h e  m a i n  s u g a r s  f o u n d  i n  h y d r o l y z e d  l a k e  s a m p l e s  
w e r e  g l u c o s e ,  g a l a c t o s e ,  x y l o s e ,  r h a m n o s e ,  f r u c t o s e ,  a n d  f u c o s e .  Th~se 
s u g a r s  w e r e  p r e s e n t  a s  m a c r o m o l e c u l e s ,  n o t  a s  f r e e  s u g a r s .  T h e  a n n u a l  
c a r b o h y d r a t e  c a r b o n  c o n t e n t  w a s  0 . 7 0  µ M .  
T h e  m a i n  p u r p o s e  o f  t h e  p r o j e c t  d e s c r i b e d  h e r e i n  w a s  t o  i n v e s t i -
g a t e  t h e  u s e  o f  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  f o r  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i -
t a t i v e  a n a l y s i s  o f  d i s s o l v e d  c a r b o h y d r a t e s  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  D u r i n g  
t h e  w r i t i n g  o f  t h i s  t h e s i s ,  a n  u n p u b l i s h e d  p a p e r  i n  w h i c h · a  s i m i l a r  
m e t h o d  w a s  u s e d  w a s  p r e s e n t e d  b y  N .  R a n d a  a t  t h e  1 7 7 t h  A . C . S .  
N a t i o n a l  M e e t i n g  i n  H o n o l u l u ,  H a w a i i .  
T h e  r e s e a r c h  d e s c r i b e d  h e r e i n  i s  p a r t  o f  a  m o r e  c o m p r e h e n s i v e  
s t u d y  o f  t h e  i m p a c t  o f  m a r s h  e n v i r o n m e n t s  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  a n d  
t r a n s p o r t  o f  o r g a n i c  m a t t e r  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  T h e  W i l l i a m s o n  R i v e r ,  
w h i c h  i s  l o c a t e d  i n  s o u t h e r n  O r e g o n ,  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y  b e c a u s e  
o f  t h e  l a . r g e  c h a n g e  i n  t o t a l  o . r g a n i c  c a r b o n  ( T O G )  w h i c h  o c c u r s  w h e n  
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t h i s  r i v e r  f l o w s  thr~ugh K l a m a t h  M a r s h  ( F i g u r e  1 ) .  T h e  h i g h  c o n c e n t r a -
t i o n  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  i n  t h i s  r i v e r ,  a f t e r  p a s s i n g  thr~ugh t h e  m a r s h ,  
m a d e  t h i s  r i v e r  s y s t e m  very·in~eresting f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  h u m i c  s u b s t a n c e s  a n d  c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e  w a t e r .  
T h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  a n d  i t s  t r i b u t a r i e s  e x h i b i t  ~ g r e a t  d i v e r . -
s i  t y  o f  b i o l o g i c a l  a n d  g e o l o g i c a l  e n v i r o n m e n t s .  T h e  r i v e r  o r i g i n a t e s  
f r o m  u n d e r g r o u n d  s p r i n g s ,  t h e n  f l o w s  f o r  a b o u t  t w e n t y  m i l e s  throug~ 
a n  a r e a  w h i c h  i s  u s e d  e x t e n s i v e l y  f o r  ranch~ng. C o n s e q u e n t l y ,  a  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  n u t r i e n t s  e n t e r  t h e  s t r e a m ,  i n c r e a s i n g  a l g a l  
p r o d u c t i v i t y .  T h e n  t h e  r i v e r  f l o w s  t h r o u g h  K l a m a t h  M a r s h ,  w h i c h  h a s  
a  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s .  D o w n s t r e a m  f r o m  t h e  m a r s h ,  
t h e  r i v e r  c o n t a i n s  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s ,  w i t h  
s o m e  d e c r e a s e  i n  T O C  w i t h  i n c r e a s i n g  d i s t a n c e  f r o m  t h e  m a r s h .  T h e n  
S p r i n g  C r e e k ,  w h i c h  i s  a l m o s t  f r e e  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s ,  f l o w s  i n t o  
t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r ,  t h u s  d i l u t i n g  t h e  T O C  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
r i v e r .  Sp~ague R i v e r  h a s  a n  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  d r a i n a g e  b a s i n  f r o m  
t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r ;  h o w e v e r ,  b o t h  ar~ l o c a t e d  i n  t h e  s a m e  g e n e r a l  
a r e a  a n d  h a v e  s i m i l a r  t e m p e r a t u r e  a n d  r a i n f a l l .  W h e n  t h e  S p r a g u e -
R i v e r  m e r g e s  w i t h  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r ,  a n  e v e n  g r e a t e r  d i l u t i o n  
o f  T O C  o c c u r s .  F i n a l l y ,  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  f l o w s  i n t o  U p p e r  K l a m a t h  
L a k e ,  w h i c h  i s  r e g a r d e d  a s  t h e  m o s t  h i g h l y  e u t r o p h i c  l a k e  i n  O r e g o n .  
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U p p e r  
K l a m a t h  
L a k e  
K l a m a t h  
M a r s h  
W R 3 0  
R i v e r  
1 0  k m  
f  I  
Figur~ 1 .  L o c a t i o n  o f  s a m p l e  s i t e s  i n  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  
B a s i n .  
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E X P E R I M E N T A L  
A N A L Y S I S  O F  S T A N D A R D  S U G A R  S O L U T I O N S  
T h e  f i r s t  o b j e c t i v e  w a s  t o  p r e p a r e  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  
o f  i n d i v i d u a l  s t a n d a r d  s u g a r s  ( s e e  A p p e n d i x )  i n  t h e  m i x t u r e  o f  s t a n -
d a r d  s u g a r s .  
P r e p a r a t i o n  o f  S t a n d a r d  S u g a r  S t o c k  S o l u t i o n s  
A  c o n c e n t r a t e d  s t o c k  s o l u t i o n  o f  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  g l u c o s e ,  
a r a b i n o s e ,  a n d  x y l o s e ,  e a c h  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 , 0 0 0  µ M ,  w a s  
p r e p a r e d .  T h e  d i l u t e  s t o c k  s u g a r  s o l u t i o n  w a s  m a d e  b y  a  2 0 - f o l d  d i l u -
t i o n  o f  t h e  5 ,  0 0 0  µ M  s o l u t i o n  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  · "  
2 5 0  µ M  f o r  e a c h  s u g a r .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  o n  t h e  s a m e  
d a y  t h a t  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  r i v e r .  T h e  d i l u t e  s t o c k  
s o l u t i o n ,  w h i c h  c o n t a i n e d  0 . 0 3  ~ N a N
3  
a s  a  p r e s e r v a t i v e ,  w a s  k e p t  i n  
t h e  r e f r i g e r a t o r  a t  5 ° C .  
D e r i v a t i z a t i o n  P r o c e d u r e  
F o r  m a k i n g  s t a n d a r d  s u g a r  d e r i v a t i v e s ,  1 0 0 ,  2 0 0 ,  a n d  4 0 0  µ l  o f  
2 5 0  µ M  s u g a r  s t o c k  s o l u t i o n  w e r e  p i p e t t e d  i n  g r a d u a t e d  R e a c t i - V i a l s  
( a  3  m l ,  t h i c k  g l a s s  b o t t l e  w i t h  t h e  i n t e r n a l  c o n e  s h a p e  a n d  T e f l o n -
l i n e d  c a p ,  w h i c h  w a s  o b t a i n e d  ~rom P i e r c e  C h e m i c a l  C o m p a n y ) .  T h e  
v o l u m e  i n  e a c h  R e a c t i - V i a l  w a s  a d j u s t e d  t o  0 . 4  m l ,  a n d  t h e  p H  o f  e a c h  
s o l u t i o n  w a s  b r o u g h t  t o  a p p r o x i m a t e l y  p H  8  b y  a d d i t i o n  o f  a q u e o u s  N a O H .  
F o r  r e d u c t i o n  o f  s u g a r s  t o  t h e i r  a l d i t o l s  ( A b d e l - A k h e r  a n d  H a m i l t o n ,  
9  
1 9 5 1 ) ,  0 . 4  m l  o f  0 . 5  N  N a B H
4  
s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  v i a l .  T h e  
s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  o n e  h o u r ,  
w h i c h  w a s  s u f f i c i e n t  t i m e  f o r  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  s u g a r s  i f  t h e  
a m o u n t  o f  N a B H
4  
use~ i s  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  s u g a r s .  
A f t e r  o n e  
h o u r ,  t h e  e x c e s s  o f  N a B H
4  
w a s  d e c o m p o s e d  w i t h  d r o p w i s e  a d d i t i o n  o f  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  u n t i l  e v o l u t i o n  o f  h y d r o g e n  g a s  ceased~ f o l l o w e d  
b y  a d d i n g  o n e  d r o p  o f  6  N  H C l  t o  p r e v e n t  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  
a l d i t o l s  a n d  b o r a t e  i o n s  ( B o e s e k e n ,  1 9 4 9 ) ,  w h i c h  w i l l  i n t e r f e r e  w i t h  
t h e  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e s s .  T h e  s o l u t i o n s  i n  t h e  v i a l s  w e r e  e v a p o r a t e d  
t o  d r y n e s s  o n  a · h o t p l a t e  a t  8 0 ° C  u n d e r  a  s t r e a m  o f  f i l t e r e d  a i r .  
T h e  r e s i d u e s  w e r e  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m  t e m p . e r a t u r e  a n d  t h e n  1  m l  
o f  M e O H - H C l  ( 0 . 1  m l  o f  1 2 M  H C l  i n  1 0 0  m i  o f  a b s o l u t e  M e O H )  w a s  a d d e d  
t o  e a c . h  r e s i d u e  f o r  d e h y d r a t i o n .  I n  t h i s  s t e p ,  b o r a t e  i o n s  i n  t h e  
-
p r e s e n c e  o f  m e t h a n o l  w i l l  f o r m  t r i m e t h y l b o r a t e ,  w h i c h  v o l a t i l i z e s  
f r o m  s o l u t i o n  ( C r o w e l l ,  1 9 6 7 ) .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  e v a p o r a t e d  
t o  d r y n e s s  b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h e  M e O H - H C l  t r e a t m e n t  
w a s  r e p e a t e d  t w i c e .  O n e  m l  o f  a b s o l u t e  e t h a n o l  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e s i -
d u e  a n d  i t  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 4 0 0  r p m  f o r  t w o  m i n u t e s .  T h e  s u p e r -
n a t a n t  s o l u t i o n  w a s  d e c a n t e d  i n t o  a  c l e a n  v i a l  a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y -
n e s s .  T h e .  d r i e d  r e s i d u e  t h u s  o b t a i n e d  w a s  p l a c e d  o v e r  P
2
o
5  
i n  a  d e s s i -
c a t o r  f o r  a t  l e a s t  t h r e e  h o u r s .  
A c e t y l a t i o n  o f  a l d i t o l s  w a s  a c h i e v e d  b y  a d d i n g  0 . 2  m l  o f  
r e d i s t i l l e d  p y r i d i n e  a n d  0 . 2  m l  o f  a c e t i c  a n h y d r i d e  t o  t h e  d r i e d  
a l d i t o l  r e s i d u e s ,  a n d  t h e n  h e a t i n g  i n  a  s e a l e d  R e a c t i - V i a l  w i t h  a  
T e f l o n - l i n e d  c a p  o v e r  a  h o t p l a t e . a t .  1 0 0 ° C  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  0 . 2  m l  o f  d i s t i l l e d  
r · - - - - - · - - - - - -
1  
j  
1 0  
w a t e r  w a s  a d d e d  t o  d e s t r o y  t h e  e x c e s s  a c e t i c  a n h y d r i d e .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  t h e n  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  a t  7 0 ° C .  A l d i t o l  a c e t a t e s  w e r e  d i s s o l v e d  
i n  c h l o r o f o r m  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  i n o s i t o l  a c e t a t e  a s  a n  i n t e r n a l  
s t a n d a r d ,  b y  a d d i n g  2 0 0  µ l  o f  2 5 0  µ M  i n o s i t o l  a c e t a t e  i n  c h l o r o f o r m .  
A l l  t h e  v i a l s  w e r e  c a p p e d  w i t h  T e f l o n - l i n e d  c a p s  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  
t h e n  r e a d y  t o  b e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h .  A t  t h i s  p o i n t ,  
e a c h  R e a c t i - V i a l  c o n t a i n e d  2 5 ,  5 0 ,  o r  1 0 0  n m o l e s  o f  e a c h  s t a n d a r d  s u g a r  
d e r i v a t i v e  a n d  5 0  n m o l e  o f  i n o s i t o l  a c e t a t e .  
G a s  C h r o m a t o g r a p h i c  ~ethod 
A  H e w l e t t - P a c k a r d  5 7 5 0 B  g a s  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  a  f l a m e  i o n i z a -
t i o n  d e t e c t o r  w a s  u s e d  w i t h  n i t r o g e n  a s  t h e  c a r r i e r  g a s .  T h e  d e t e c t o r  
s i g n a l  w a s  c o n n e c t e d  t o  a  H e w l e t t - P a c k a r d  c h a . r t  r e c o r d e r  ( m o d e l  7 1 2 7 A )  
a n d  a  H e w l e t t · - P a c k a . r d  3 3 8 0 A  i n t e g r a t o r .  
A l l  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  f o l l o w s :  
c o l u m n  
c o l u m n  t e m p e r a t u r e  
i n j e c t o r  t e m p e r a t u r e  
d e t e c t o r  t e m p e r a t u r e  
c a r r i e r  g a s  f l o w  r a t e  
h y d r o g e n  f l o w  r a t e  
a i r  f l o w  r a t e  
a t t e n u a t i o n  
6  f t .  x  2  m m  I . D .  g l a s s  c o l u m n  
( O  . D · .  ~ i n . ) , .  p a c k e d  w i t h  3 %  
S P - 2 3 3 0  o n  1 0 0 / 1 2 0  S u p e l c o p o r t  
( C y a n o  s i l i c o n e  o n  1 0 0 / 1 2 0  m e s h  
a c i d - w a s h e d  d i m e t h y l c h l o r o s i l a n e  
t r e a t e d  d i a t o m i t e ,  o b t a i n e d  
f r o m  S u p e l c o  C o m p a n y ) .  
1 8 8 ° C  i s o t h e r m  f o r  4  m i n .  
1 8 8 ° C  - 2 1 0 ° C  a t  2 ° C / m i n .  
2 1 0 ° C  i s o t h e r m  f o r  5  m i n .  
2 2 0 ° c  
2 7 0 ° C  
3 0  m l / m i n .  
3 2  m l / m i n .  
4 7  m l / m i n .  
1 0  x  4  
I  
l  
I  
I  
•  
I  
I  
I  
I  
- - - - - - - - - - - - - - - - J - - - - - - - - - - - · · - · · · - - - - - - - · - - - - -
1 1  
s y r i n g e  
H a m i l t o n ,  5  µ l  
i n j e c t i o n  v o l u m e  
1  - 2  µ l  
r e c o r d e r  c h a r t  s p e e d  
0 . 2 5  i n . / m i n .  
C a l i b r a t i o n  C u r v e s  
T h e  s t a n d a r d  d e r i v a t i v e s  c o n t a i n e d  2 5 ,  5 0 ,  a n d  1 0 0  n m o l e s  o f  
e a c h  s u g a r ,  a n d  a l l  o f  t h e m  c o n t a i n e d  5 0  n m o l e s  o f  · i n o s i t o l  a c e t a t e  
a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  • .  U n d e r  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  e a r l i g r ,  t h e  
g a s  c h r o m a t o g r a m  o f  t h e  s t a n d a r d  · d e r i v a t i v e s  w a s  o b t a i n e d  ( F i g .  2 ) .  
T h e  a r e a  o f  e a c h  p e a k  w a s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  i n t e g r a t o r ,  a n d  t h e  
r a t i o  o f  e a c h  p e a k  a r e a  t o  t h e  p e a k  a r e a  o f  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  
w a s  c a l c u l a t e d  ( T a b l e  1 )  . .  
T h e  r a t i o s  o f  a r e a s  v s .  a m o u n t s  f o r  e a c h  s u g a r  w e r e  p l o t t e d .  
( F i g s .  3  a n d  4 )  <  T h e y  s h o w e d  v e r y  g o o d  linea~~-ity ( c o r r e l a t i o n  c o e f f i -
c i e n t s  r a n g e d  f r o m  0 . 9 9 7 9  t o  0 . 9 9 9 8 ) .  
T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  w a s  2 . 5  n m o l e s  a n d  t h e  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e -
d u r e  f o r  m a n y  s e t s  o f  s t a n d a r d s  s h o w e d  v e r y  g o o d  r e p r o d u c i b i l i t y .  
1 2  
2 1 0 ° c  
4  
5  
( ] . )  
( / )  
P l  1 8 8 ° C  
0  
p . .  
( / )  
( ] . )  
~ 
H  
( ] . )  
r e l  
H  
0  
t )  
C l )  
~ 
r -
0  
6  
· - - - - - - y · - - , . - . - - - -
2  4  6  
8  
1 0  1 2  
1 4  1 6  1 8  
M i n u t e s  
1  
A r a b i n i t o l  a c e t a t e  
2  
X y l i t o l  a c e t a t e  
3  
M a n n i t o l  a c e t a t e  
4  
G a l a c t i t o l  a c e t a t e  
5  
G l u c i t o l  a c e t a t e  
6  
I n o s i t o l  a c e t a t e  
T h e  s t a n d a r d  u s e d  i n  t h i s  c h r o m a t o g r a m  c o n t a i n e d  1 0 0  n m o l e s  o f  
e a c h  a l d i t o l  a c e t a t e  a n d  5 0  n m o l e s  o f  i n o s i t o l  a c e t a t e  i n  
0 . 2  m l  o f  C H C 1
3
.  
F i g u r e . · 2 .  G a s  c h r o m a t o g r a m  o f  s t a n d a r d  d e r i v a t i v e s .  
2 Q .  
!  
I  
1 - - - - · - - · - - - - - - - - - -
i  
1 3  
T A B L E  I  
C A L I B R A T I O N  O F  T H E  A L D I T O L  A C E T A T E  M E T H O D  
P e a k  A r e a  o f  S u g a r  I  P e a k  A r e a  o f  I n t e r n a l  S t a n d a r d  
nmole~c_;:if s u g a r  
A r a b i n o _ s e  
X y l o s e  
M a n n o s e  G a l a c t o s e  
G l u c o s e  
- - - -
2 5  0 . 4 1  
0 . 4 2  0 . 4 8  0  . .  4 2  
0 . 4 7  
0 . 4 4  
0 . 4 4  
0 . 5 3  0 . 4 6  0 . 4 8  
5 0  
0 . 7 8  
0 . 7 5  
0 . 8 6  
0 . 7 8  
0 . 9 2  
0 . 8 0  
0 . 7 6  0 . 8 7  0  . .  7 8  
0  . .  9 2  
1 0 0  1 . 4 3  
1 . 4 3  
1 . 6 6  1 . 5 1  1 . 8 3  
1 . 4 6  
1 . 4 4  
1 . 6 9  1 . . 5 3  1 . 8 0  
E a c h  s t a n d a r d  w a s  m e a s u r e d  t w i c e .  
E a c h  s t a n d a r d  c o n t a i n e d  5 0  n m o l e s  o f  i n o s i t o l  a c e t a t e  a s  t h e  
i n t e r n a l  s t a n d a r d  .  
. : : :  
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1 6  
A N A L Y S I S  O F  R I V E R  S A M P L E S  
T h e  a n a l y s i s  q f  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r s  i n  r i v e r  w a t e r  s a m p l e s  
i n v o l v e d  s e v e r a l  p r e p a t i v e  s t e p s  p r i o r  t o  d e r i v a t i z a t i o n  ( F i g .  5 ) .  
.  l  
A f t e r  h y d r o l y s i s  o f  d i s s o l v e d  p 9 l y m e r i c  s a c c h a r i d e s  i n  3  N  H C l ,  h u m i c  
s u b s t a n c e s  ( w h i c h  m i g h t  i n t e r f e r e . w i t h  t h e  d e r i v a t i z a t i o n )  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  s o l u t i o n  b y  a d s o r p t i o n  o n  X A D - 7  r e s i n  ( a  m a c r o r e c t i c u l a r  
a c r y l i c  e s t e r ,  w h i c h  w a s  o b t a i n e d  f r o m  R o h m  a n d  H a a s ) .  
U n f  r a c t i o n a t e d  S a m p l e s  ( U F )  
O n e  h u n d r e d  m l  o f  e a c h  s a m p l e  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 4 5  µ M  
M i l l i p o r e  f i l t e r  ( p r e - w a s h e d  w i t h  1 , 0 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ) .  E a c h  
1 0 0  m l  f i l t e r e d  s a m p l e  w a s  p o u r e d  i n t o  a  g l a s s  b o t t l e  ( 1 5 0  m l ) ,  a n d  
c o n c e n t r a t e d  o n  a  h o t p l a t e  a t  8 0 ° C  u n d e r . a  s t r e a m  o f  f i l t e r e d  a i r  t o  
a  f i n a l  v o l u m e  o f  ~1 m l .  A l l  c o n c e n t r a t e d  wat~r s a m p l e s  w e r e  t r a n s -
f e r r e d  f r o m  t h e  g l a s s  b o t t l e s  t o  5  m l  R e a c t i - V i a l s .  T h e  g l a s s  b o t t l e s  
w e r e  r i n s e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  t h e  r i n s i n g s  w e r e  t r a n s f e r r e d  
q u a n t i t a t i v e l y  i n t o  t h e  v i a l s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  c o n c e n -
t r a t e d  t o  ~o.2 m l .  
T h e  v o l u m e  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  a d j u s t e d  t o  0 . 3  m l  i n  a  g r a d u a t e d  
R e a c t i - V i a l .  T h e n  0 . 3  m l  o f  6  N  H C l  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  v i a l  i n  o r d e r  
t o  o b t a i n  a  3  N  H C l  c o n c e n t r a t i o n  f o r  h y d r o l y s i s  • .  ·  H y d r o l y s i s  w a s  
a c c o m p l i s h e d  b y  h e a t i n g  t h e  a b o v e  s a m p l e s  i n  s e a l e d  R e a c t i - V i a l s  a t  
l l 0 ° C  f o r  o n e  h o u r .  A f t e r  h y d r o l y s i s ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  a l l o w e d ·  t o  
c o o l  t o  · r o o m  t e m p e r a t u r e .  
I  
'  
I  
I  
I  
I  
I  
. : :  
F i l t r a t i o n  
o f  s a m p l e  
1 0 0  m l  o f  f i l t r a t e  
E v a p o r a t i o n  
0 . 3  m l  
H y d r o l y s i s  1  
( b y  3  N  H C l )  
P a s s i n g  . t h r o u g h  
X A D - 7  r e s i n  
2 0  m l  e l u e n t  
~aporation .  ,  
0 . 3  m l  
~rivatizati~ 
I  
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  o f  
u n f r a c t i o n a t e d  s a m p l e  ( U F )  
F i g u r e  5 .  F l o w  c h a r t  f o r  a n a l y s i s  o f  u n f r a c t i o n a t e d  s a m p l e s  
( U F ) .  
1 7  
- - - · - - - - - .  _ ,  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  · - · · - · ·  · · · · - - · - -
- - - - · - - - -
1 8  
T h e  c o o l e d  h y d r o l y s a t e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 0  m l  s y r i n g e  
w h i c h  w a s  c o n n e c t e d  t o  a  S w i n n e x  a d a p t o r  ( a  1 3  m m  d i a m e t e r  f i l t e r  
h o l d e r  f o r  f i l t e r i n g  s m a l l  v o l u m e s ,  w h i c h  w a s  ob~ained f r o m  M i l l i p o r e )  
c o n t a i n i n g  a  g l a s s - f i b e r  f i l t e r  ( f o r  r e m o v i n g  a n y  s o l i d  p a r t i c l e s ) .  
T h e  R e a c t i - V i a l s  w e r e  r i n s e d  t w i c e  i n t o  t h e  s y r i n g e  w i t h  2 . 5  m l  o f  
0 . 0 1  N  H C l  s o l u t i o n .  A l l  s a m p l e s  a n d  w a s h i n g s  w e r e  f i l t e r e d  d i r e c t l y  
o n t o  a  4  m l  X A D - 7  c o l u m n .  T h e y  w e r e  t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  
a n d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  t w o  5  m l  a l i q u o t s  o f  0 . 0 1  N  H C l  ( i t  
i s  n e c e s s a r y  t o  u s e  0 . 0 1  N  H C l  f o r  w a s h i n g ,  b e c a u s e  a t  p H  h i g h e r  t h a n  
2 ,  t h e  h u m i c  s u b s t a n c e s  f r o m  t h e  s a m p l e s  d o  n o t  a d s o r b  t o  t h e  X A D - 7  
r e s i n ) .  T h e  e l u e n t  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  5 0  m l  b e a k e r .  A t  t h i s  p o i n t  
t h e  v o l u m e  o f  t h e  s a m p l e  w a s  a b o u t  2 0  m l .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  c o n c e n -
t r a t e d  t o  1  m l  o n  a  h o t p l a t e  a t  9 0 ° C  u n d e r  a  s t r e a m  o f  f i l t e r e d  a i r  .  
. J t  
E a c h  o n e  m l  o f  c o n c e n t r a t e d  h y d r o l y s a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  q u a n t i t a t i v e l y  
f r o m  t h e  b e a k e r s  t o  t h e  R e a c t i - V i a l s ,  a n d  a g a i n  w e r e  c o n c e n t r a t e d  i n  
t h e  s a m e  w a y  t o  a  v o l u m e  o f  0 . 3  m l .  T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  8 - b y  
d r o p w i s e  a d d i t i o n  o f  5  N  N a O H  ( a n  a c i d i c  s o l u t i o n  w i l l  i n t e r f e r e  w i t h  
t h e  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e ) .  T h e  f i n a l  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  
0 . 4  m l .  A t  t h i s  p o i n t ,  h y d r o l y s a t e s  w e r e  r e a d y  f o r  d e r i v a t i z a t i o n  
b y  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  m e t h o d .  
F r a c t i o n a t e d  S a m p l e s  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i s s o l v e d  s u g a r s  w e r e  p r e s e n t  a s  
m o n o s a c c h a r i d e s  ( M S ) ,  p o l y s a c c h a r i d e s  ( P S ) ,  o r  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  
( H S ) ,  a n a l y s i s  o f  f r a c t i o n a t e d  s a m p l e s  w a s  p e r f o r m e d  f o r  u n h y d r o l y z e d  
a n d  h y d r o l y z e d  f r a c t i o n s .  T w o  h u n d r e d  t w e n t y  m l  o f  e a c h  r i v e r  w a t e r  
s a m p l e  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 4 5  µ m  M~llipore f i l t e r  ( p r e - w a s h e d  
- - - - - - - - - - - - · - - · - - - · · · - - 1 - 1 •  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - · L l - - 1 . - - - - - - - · · · · - - · - - - - - - - - · · -
w i t h  1 , 0 0 0  m l ,  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ) .  T h e  f i l t r a t e  w a s  a c i d i f i e d  t o  p H  
1 . 6  - 2 . 0  b y  a d d i n g  0 . 3  m l  o f  6  N  H C l .  T h e  a c i d i f i e d  f i l t r a t e  w a s  
p a s s e d  t h r o u g h  4  m l  o f  a n  X A D - 7  c o l u m n  i n  o r d e r  t o  r e m o v e  h u m i c  s u b -
s t a n c e s  ( a n d  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s ) .  T h e  f i r s t  2 0  m l  o f  e l u e n t  
w e r e  d i s c a r d e d .  T h e  e l u e n t  o b t a i n e d  w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  p o r t i o n s  
( F i g .  6 )  f o r  a n a l y s i s  o f  u n h y d r o l y z e d  a n d  h y d r o l y z e d  f r a c t i o n s .  
D e r i v a t i z a t i o n  o f  t h e  u n h y d r o l y z e d  f r a c t i o n  y i e l d s  o n l y  d i s s o l v e d  
m o n o s a c c h a r i d e s .  D e r i v a t i z a t i o n  o f  t h e  h y d r o l y z e d  . f r a c t i o n  y i e l d s  
d i s s o l v e d  m o n o s a c c h a r i d e s ,  p o l y s a c c h a r i d e s ,  a n d  s o m e  h u m i c - b o n d e d  
s a c c h a r i d e s  ( t h e  e f f i c i e n c y  o f  a d s o r p t i o n  o f  H S  o n  X A D - 7  i s  l e s s  t h a n  
1 0 0 % ) .  
1 9  
Unhy~rolyzed F r a c t i o n .  ( F  
1
_ 2 _ .  A  1 0 0  m l  a l i q u o t  o f  t h e  e l u e n t  f r o m  
t h e  X A D - 7  r e s i n  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  0 . 3  m l  o f  6  N  N a O H  ( t o  p H  7 - 8 ) .  
: : . - ~ , : : :  ~ .  
T h e  n e u t r a l i z e d  s a m p l e  w a s  e v a p o r a t e d  t o  l \ . r 2  m l  i n  a  1 5 0  m l  g l a s s  
b o t t l e  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  w a s  d o n e  f o r .  t h e  u n f r a c t i . o n a t e d  s a m p l e s .  
T h e  f i n a l  v o l u m e  a f t e r  t r a n s f e r r i n g  f~om t h e  g l a s s  b o t t l e  t o  t h e  
R e a c t i - V i a l ,  rins~ng t h e  b o t t l e ,  a n d  e v a p o r a t i n g  a g a i n  w a s  t h e n  
a d j u s t e d  t o  0 . 4  m l .  T h e  s a m p l e s  w e r e  n o w  r e a d y  f o r  d e r i v a t i z a t i o n .  
H y d r o l y z e d  F r a c t i o n  ( F
2
l .  A  1 0 0  m l  s a m p l e  o f  t h e  e l u e n t  f r o m  
t h e  X A D - 7  c o l u m n  w a s  c o n c e n t r a t e d  t o  a  v o l u m e  o f  0 . 3  m l ,  a n d  t h e n  
h y d r o l y z e d  b y  a d d i n g  0 . 3  m l  o f  6  N  H C l  a n d  h e a t i n g  a t  l l . 0 ° C  f o r  · o n e  
h o u r  i n  a  s e a l e d  R e a c t i - V i a l .  T h e  s a m p l e ,  a f t e r  c o o l i n g  t o  r o o m  
t e m p e r a t u r e ,  w a s  r e a d y  f o r  d e r i v a t i z a t i o n .  
, - · · - · - · · · - - - - - - - ·  - - - · · - - - - . .  - · .  
I  
F i l t r a t i o n  f  
o f  sampl~ 
2 0  
I  
f i l t r a t e  a c i d i f i e d  t o  p H  1 . 6 - 2 . 0  
P a s s i n g  t h r o u g h  
X A D - 7  r e s i n  
1 0 0  m l  e l u e n t  
I  
N e u t r a l i z a t i o n  
w i t h  N a O H  
Evaporati~ 
0 . 4  m l  
I  D e r i v a t i z a t i o n  I  
I  
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  
--~ 
o f  u n h y d r o l y z e d  f r a c t i o n  ( F
1
)  
1 0 0  m l  e l u e n t  
I  
E v a p o r a t i o n  
0 . 3  m l  
Hydrolyz,e~ 
w i t h  3  N  H C ] ,  I  
I  - -
. .  l
. E v a p o r i > t i o n  I  
0 . 4  m l  
[  Derivati,~ti~ 
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  o f  l  
~ydrolyzed fractio~F
2
) .  
F i g u r e  6 .  F l o w  c h a r t  f o r  a n a l y s i s  o f  f r a c t i o n a t e d  ~amples. 
, .  - - - - - - - - - · · · - · - - - · · - - · - - - - - - - - - - - ·  - - - - - - - - - - - - - - · - - - - ·  
I  
I  
!  
F R A C T I O N A L  R E C O V E R I E S  D U R I N G  
A N A L Y S I S  O F  S U G A R  S P E C I E S  
L o s s e s  o f  s a c c h a r i d e s  o c c u r r e d  d u r i n g  d i f f e r e n t  tre~tments 
( F i g s .  5 ,  6 )  f o r  d i f f e r e n t  s u g a r  s p e c i e s .  E v a p o r a t i o n ,  h y d r o l y s i s  
a n d  p a s s i n g  t h e  s a m p l e  t h r o . u g h  X A D - 7  r e s i n  a r e  t h e  s t e p s  w h i c h  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  l o s s e s  o f  s u g a r s .  
R e c o v e r y  D u r i n g  E v a p o r a t i o n  o f  W a t e r  S a m p l e s  
T h e  e v a p o r a t i o n  s t e p  o f  t h e  e x p e r i m e n t  h a s  s h o w n  l o s s e s  o f  5 %  
2 1  
f o r  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s .  A i r  o x i d a t i o n  p o s s i b l y  c o n v e r t e d  t h e  a l d e h y d e  
g r o u p  o f  a  s u g a r  t o  a  c a r b o x y l  g r o u p .  S i n c e  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  
h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  d o  n o t  c o n t a i n  a n  a l d e h y d e  g r o u p ,  t h e i r  
r e c o v e r i e s  a r e  a s s u m e d  t o  b e  1 0 0 % .  I f  t h e  r e c o v e r y  d u r i n g  e v a p o r a t i o n  
i s  c a l l e d  a e ,  t h e n  r e c o v e r i e s  f o r  m o n o s a c c h a r i < l e s  ( a e ) ,  p o l y s a c c h a r i d e s  
m  
( a e ) ,  a n d  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  ( a h e )  a r e :  
p  .  
e  
a  
m  
0 . 9 5  
a e  =  L O O  
p  
e  
a h  =  L O O  
R e c o v e r y  D u r i n g  A c i d  H y d r o l y s i s  P r o c e d u r e  
M o n o s a c c h a r i d e s  • .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  t o  e v a l u a t e  
t h e  l o s s  o f  g l u c o s e  i n  t h e  h y d r o l y s i s  p r o c e d u r e .  
S t a n d a r d  g l u c o s e  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  1 0 0  n m o l e s  o f  g l u c o s e  
( 0 . 4 0 0  m l  o f  2 5 0  µ M )  w e r e  h y d r o l y z e d  f o r  0  a n d  3  h o u r s .  A f t e r  
h y d r o l y s i s  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  d r i e d  u n d e r  v a c u u m  a t  3 0 ° C .  T h e  
r e s i d u e s  f o u n d  a f t e r  d r y i n g  w e r e  d e r i v a t i z e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r  a s  
s t a n d a r d  s u g a r s .  T h e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I I .  T h e r e  i s  a  1 0 %  
l o s s  o f  g l u c o s e  j u s t  b y  c o n t a c t  w i t h  3  N  H C l .  T h e  l o s s  i s  u p  t o  
2 2  
4 9 %  w h e n  h y d r o l y s i s  w a s  e x t e n d e d  f o r  t h r e e  h o u r s .  T h e  a v e r a g e  p e r c e n t  
r e c o v e r y  o f  g l u c o s e  v s .  t h e  h y d r o l y s i s  t i m e  w a s  p l o t t e d  f o r  s t a n d a r d  
d e x t r i n  a n d  g l u c o s e  s o l u t i o n s  i n  F i g u r e  7 .  
P o l y s a c c h a r i d e s .  D e x t r i n  w a s  u s e d  a s  a  p o l y s a c c h a r i d e  a n d ,  
a f t e r  h y d r o l y s i s ,  r e c o v e r y  o f  g l u c o s e  w a s  o b t a i n e d .  T h e  s t a n d a r d  
d e x t r i n  s o l u t i o n  o f  2 5 0  µ M  ( g l u c o s . e  e q u i v a l e n t )  w a s  p r e p a r e d .  A  
0 . 4 0 0  m l  s a m p l e  o f  t h e  d e x t r i n  s o l u t i o n  ( 1 0 0  n m o l e s  o f  g l u c o s e )  
w a s  h y d r o l y z e d  w i t h  3  N  H C l  f o r  0 ,  1 ,  3 ,  6 ,  a n d  1 7  h o u r s .  A f t e r  
h y d r o l y s i s ,  t h e  s o l u t i o n  w a s  d r i e d  a n d  d e r i v a t i z e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r  
a s  t h e  g l u c o s e  s o l u t i o n .  T h e  r e s u l t s  f o r  r e c o v e r i e s  a r e  g i v e n  i n  
T a b l e  I I .  T h e  m a x i m u m  y i e l d  o f  g l u c o s e  f r o m  h y d r o l y s i s  o f  d e x t r i n  
w a s  o b t a i n e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  o n e  h o u r  ( F i g u r . e  7 ) .  
R e c o v e r y  F r o m  X A J ? . - 7  R e s i n  
- -
T h e  X A D - - 7  r e s i n  h a s  b e e n  u s e d  p r e v i o u s l y  t o  i s o l a t e  h u m i c  
. 1 f  
s u b s t a n c e s  f r o m  n a t u r a l  w a t e r s  ( M a n t o u r a  a n d  R i l e y ,  1 9 7 4 ) .  S e p a r a t i o n  
o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  f r o m  s u c r o s e  w a s  o b t a i n e d  b y  L e e n h e e r  a n d  H u f f m a n  
( 1 9 7 6 ) .  
M o n o s a c c h a r i d e s .  T h e  r e c o v e r y  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  f r o m  X A D - (  
r e s i n  w a s  o b t a i n e d  f o r  e a c h  m o n o s a c c h a r i d e .  · F o r  t h i s  a n a l y s i s ,  
0 . 4  m l  o f  t h e  s t a n d a r d  s u g a r  m i x t u r e  ( 2 5 0  µ M  o f  e a c h  s u g a r )  w a s  
a c i d i f i e d  t o  p H  1 . 6 - 2 . 0  b y  d r o p w i s e  a d d i t i o n  o f  0 . 1  N  H C l .  T h i s  
s o l u t i o n  c o n t a i n e d  1 0 0  n m o l e s  o f  e a c h  s u g a r .  T h e .  a c i d i f i e d  s a m p l e  
w a s  t r a n s f e r r e d  q u a n t i t a t i v e l y  t o  a  1 0  m l  s y r i n g e ,  w h i c h  w a s  c o n n e c t e d  
t o  a  S w i n n e x  a d a p t o r  c o n t a i n i n g  a  g l a s s - f i b e r  f i l t e r .  T h e  s a m p l e  
w a s  f i l t e r e d  d i r e c t l y  i n t o  a  4  m l  X A D - 7  c o l u m n  a n d  t h e  s y r i n g e  w a s  
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T A B L E  I I  
R E C O V E R Y  D U R I N G  H Y D R O L Y S I S  P R O C E D U R E  
H y d r o l y s i s  t i m e  
( h r . )  
0  
1  
3  
6  
1 7  
%  R e c o v e r y *  o f  
g l u c o s e  
-
{  9 0  
9 0  
{  5 6  
4 2  
%  R e c o v e r y  o f  d e x t r i n *  
( a s  g l u c o s e )  
{  ~ 
.  8 6  
{ 8 8  
.  6 9  
{  6 9  
.  {  3 2  
4 2  
.  1 6  
{ 1 6  
* E x p e c t e d  y i e l d  o f  g l u c o s e  w a s  1 0 0  n m o l e s .  
H u m i c - B o n d e d .  S~ccharides. T h e  r e c o v e r y  o f  h u m i c - b o n d e d  
s a c c h a r i d e s  w a s  a s s u m e d  t o  b e  t h e  s a m e  a s  f o r  p o l y s a c c h a r i d e s .  I t  
i s  n o t  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  p e r c e n t  r e c o v e r y  w i t h o u t  k n o w i n g  t h e  
c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s .  
2 4  
, I f  
1 - · · - l - · · - · · ·  - · - · - - U l • L - - - - - - · - - ·  - - - - · - - - - • I H - - 1 · · - - - - · - ,  
I  
I  
~ 
2 5  
r i n s e d  w i t h  5  m l  o f  0 . 0 1  N  H C l  i n t o  t h e  c o l u m n .  T h e  s a m p l e  a n d  
w a s h i n g s  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  X A D - 7  a n d  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  t w i c e  
w i t h  5  m l  o f  0 . 0 1  N  H C l .  A l l  t h e  e l u e n t  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  5 0  ~1 
b e a k e r ,  t h e n  e v a p o r a t e d ·  t o  0 . 4  m l  o n  a  h o t p l a t e  a t  7 0 ° C  u n d e r  a  
s t r e a m  o f  f i l t e r e d  a i r .  T h e  c o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n  w a s  t r a n s f e r r e d  
q u a n t i t a t i v e l y  i n t o  a  R e a c t i - V i a l  a n d  e v a p o r a t e d  a g a i n  t o  0 . 3  m l .  
I  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  ~8 b y  a d d i n g  d r o p w i s e  5  N  N a O H  • .  T h e  de~iva-
t i v e s  o f  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  p r e p a r e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
e a c h  s u g a r  w a s  m e a s u r e d  i n  e a c h  s a m p l e ,  a n d  t h e  p e r c e n t  r e c o v e r y  
w a s  c a l c u l a t e d  ( T a b l e  I I I ) .  
: : :  
' - - - - - - - · - - - - - • • 1 1 1 1 1 1 _ • · - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
T A B L E  I I I  
R E C O V E R Y  O F  M O N O S A C C H A R I D E S  I N  X A D - 7  R E S I N  
%  R e c o v e r y  
A r a b i n o s e  X y l o s e  
M a n  n o s e  
G a l a c t o s e  
G l u c o s e  
9 9 . 2  8 8 . 0  
9 6 .  0  9 0 . 0  
1 0 2 . 0  
E x p e c t e d  y i e l d . o f  e a c h  s u g a r  w a s  1 0 0  n m o l e s .  
L y t l e  ( 1 9 7 9 )  h a s · s h o w n  t h a t  9 9 %  o f  
1 4
c - g l u c o s e  i s  r e c o v e r e d  
!  .  
I  i n  t h e  e l u e n t  w h i c h  p a s s e d  t h r o u g h  X A D - 7  a t  p H  2 .  T h i s  v a l u e  
I  
I  a g r e e s  w e l l  w i t h  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  a n a l y s i s  o f  a l d i t o l  a c e t a t e  
d e r i v a t i v e s  ( T a b l e  I I I ) .  
P o l y s a c c h a r t d e s .  S i n c e  t h e  f r a c t i o n  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  
r e c o v e r e d .  c a n  o n l y  b e  d e t e r m i n e d  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  i f  t h e .  
s o l u t i o n  i s  h y d r o l y z e d ,  e v a p o r a t e d ,  a n d  de1·i~ratized, n o  a t t e m p t  w a s  
m a d e  t o  d e t e r m i n e  t h e  f r a c t i o n  r e c o v e r e d  b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  
m e a n s .  
T h e  r e c o v e r y  o f  7 5 %  f o r  
1 4
c - s t a r c h  o b t a i n e d  b y  L y t l e  ( 1 9 7 9 )  
w a s  u s e d  f o r  t h e  p e r c e n t  r e c o v e r y  o f  p o l y s a c . c h a r i d e s  o n  X A D - 7  r e s i n  
a t  p H  2 .  
H u m i c - B o n d e d  ·  S a c c h a r i d e s .  T h i s  e x p e r i m e n · : :  w a s  p e r f o r m e d  b y  
2 6  
· "  
a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t s  o f  h u r n i c  s u b s t a n c e s  w h i c h  w e r e  e l u t e d  t h r o u g h  
X A D - 7  a t  p H  2 .  T h e  e l u t e d  f r a c t i o n  o f  h u r n i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  
w a s  a s s u m e d  t o  b e  e q u a l  t o  t h e  f r a c t i o n  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  w h i c h  
w e r e  e l u t e d .  T h i s  m a y  b e  a n  i n v a l i d  a s s u m p t i o n .  
O n e  h u n d r e d  m l  o f  f i l t e r e d  r i v e r  w a t e r  f r o 1 T l · W R - 5 0 ,  W R - 5 6 ,  a n d  
1 0 0  m l  o f  5 0  r n g / l  o f  W i l l i a m s o n  R i v e r  h u r n i c  s u b s t a n c e s  ( c o l l e c t e d  
p r e v i o u s l y )  w e r e  a c i d i f i e d  t o  p H  1 . 6 .  T h e  X A D - 7  c o l u m n s  w e r e  
2 7  
p r e - w a s h e d  w i t h  H C l  s o l u t i o n  ( p H  1 .  6 ) .  T h e  s a m p l e s .  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  
t h e  c o l u m n  a n d  e a c h  i 6  m l  f r a c t i o n  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  1 7  m l  g l a s s  
b o t t l e  c o n t a i n i n g  0 . 5  m l  o f  s t a n d a r d  p H  1 0  c a r b o n a t e  b u f f e r .  A b s o r b a n c e  
w a s  m e a s u r e d  f o r  e a c h  f r a c t i o n  a t  4 2 0  n m  i n  1  c m  q u a r t z  c e l l s  o n  
a  B e c k m a n  2 6  U V - v i s  S p e c t r o m e t e r .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  
a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I V .  
T A B L E  I V  
A B S O R B A N C E  O F  E L U E N T  V E R S U S  V O L U M E  E L U T E D  
( A b s o r b a n c e ) f  .  I  ( A b s o r b a n c e ) .  " t "  
1  
.  r a c t i o n  i n i  i a  
F r a c t i o n  W R - 5 0  W R - 5 6  
WR-HS";,~ 
- -
1  ( 0 - 1 6  m l )  
2  ( 1 7 - 3 2  m l )  0 . 0 3 4  
0 . 0 0 0  0 . 0 4 2  
3  ( 3 3 . . : 4 3  m l )  
0 . 1 0 3  
0 .  0 3 6  
· : ; : : .  0 .  0 1 1 +  
4  ( 4 9 - 6 4  m l )  
0 . 1 0 3  0 . 1 0 7  
0 . 0 0 7  
5  ( 6 5 - 8 0  m l )  
0 . 1 7 2  
0 . 1 0 7  
0 . 0 0 0  
6  ( 8 1 - 9 6 . m l )  
0 . 1 0 3  
0 . 1 0 7  0 , . 0 0  
7  ( 9 7 - 1 1 2  m l )  
0 . 1 0 3  0 . 0 7 2  
0 . 0 0  
- - · -
A v e r a g e  
I f  
0 . 1 0 3  0 . 0 7 2  0 . 0 1 0  
* W R - H S  i s  a  5 0  m g / l  s o l u t i o n  o f  f r e e z e - d r i e d  h u m i c  s u b s t a n c e s  
f r o m  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r .  
# F r a c t i o n  1 ,  w h i c h  i s  a  p H  1 . 6  H C l  s o l u t i o n  i s  n e g l e c t e d .  
T h e  a v e r a g e  f r a c t i o n  e l u t e d  i s  0 . 0 8 8  f o r  t h e  r i v e r  w a t e r  
s a m p l e s .  T h i s  v a l u e  t v i l l  b e  u s e . c l  t o  e s t i m a t e  t h e  f r a c t i o n  o f  h u m i c -
b o n d e d  s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  t h e  e l u e n t  w h i c h  p a s s e s  t h r o u g h  X A D - 7  
r e s i n  a t  p H  2 .  
' l  
- i .  
2 8  
Su~_y_ O f  F r a c t i o n a l  R e c o v e r i e s  D u r i n g  A n a l y s i s  o f  S u g a r  S p e c i e s _  
T h e  r e c o v e r i e s  o f  e a c h  s u g a r  s p e . c i e s ,  u s i n g  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  
p r o c e d u r e s ,  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  V .  
T A B L E  V  
F R A C T I O N A L  R E C O V E R I E S  F O R  S U G A R  S P E C I E S  
P r o c e d u r e  
M o n o s a c c h a r i d e  P o l y s a c c h a r i d e  
H u m i c - B o n d e d  
S a c c h a r i d e  
E v a p o r a t i o n  
o . · 9 5 0  
1 . 0 0  
1 . 0 0  
A c i d  H y d r o l y s i s  
0 . 7 5 0  0 . 8 7 0  
0 . 8 7 0  
X A D - 7  A d s o r p t i o n  
0 . 9 5 0  
0 . 7 5 0  
0 . 0 8 8  
I f  t h e  f r a c t i o n  r e c o v e r e d  i s  a . ,  t h e n  f o r  t h e - v a r i o u s  s t e p s :  
e  
a .  
m  
e  
a .  
p  
e  
a  h  
a  
a  
m  
a  
a  
p  
a  
a  h  
x  
a .  
m  
x  
a .  
p  
x  
a .  h  
f r a c t i o n  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  t h e  e v a p o r a t i o n  
s t e p  
.  .  .  
f r a c t i o n  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  t h e  e v a p o r a t i o n  
s t e p  
f r a c t i o n  o f  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  t h e  
e v a p o r a t i o n  s t e p  
f r a c t i o n  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  a c i d  h y d r o l y s i s  
f r a c t i o n  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  i n  a c i d  h y d r o l y s i s  
f r a c t i o n  o f  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e d s  r e c o v e r e d  i n  
a c i d  h y d r o l y s i s  
f r a c t i o n  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  f r o m  X A D - 7  r e s i n  
f r a c t i o n  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  f r o m  X A D - 7  r e s i n  
f r a c t i o n  o f  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s  r e c o v e r e d  f r o m  
X A D - 7  r e s i n  
T h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o s a c c h a r i d e  ( M S ) ,  p o l y s a c c h a r i d e  
( P S ) ,  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e  ( H S ) ,  a n d  t o t a l  s a c c h a r i d e  ( T S )  a r e  
d e f i n e d  a s :  ( M S )  ,  ( P S )  ,  . ( H S )  ,  a n d  ( T S )  .  A  m o d i f i e d  f l o w  c h a r t  
0  0  0  0  
2 9  
w h i c h  a c c o u n t s  f o r  f r a c t i o n a l  r e c o v e r i e s  c a n  b e  c o n s t r u c t e d  f o r  t h e  
a n a l y s i s  o f  t h e  u n f r a c t i o n a t e d  w a t e r  s a m p l e  ( U F )  a n d  t h e  f r a c t i o n a t e d  
s a m p l e s  ( F
1  
a n d  F
2
) .  T h e s e  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  8  a n d  9 .  
B a s e d  o n  t h e · f r a c t i o n a l  r e c o v e r i e s  g i v e n  i n  T a b l e  V ,  t h e  o v e r a l l  
r e c o v e r i e s  i n  t h e  t h r e e  a n a l y t i c a l  s c h e m e s  a r e :  
U F  =  0 . 6 4  ( M S )  +  0 . 7 9  ( P S )  +  0 . 7 9  ( H S )  
0  0  0  
( I )  
F l  =  0 . 9 0  ( M S )
0  
( 2 )  
F
2  
=  0 . 6 4  ( M S )  +  0 . 6 2  ( P S )  +  0 . 0 7 3  ( H S )  
0  0  0  
( 3 )  
B y  s i m u l t a n e o u s  s o l u t i o n  o f  t h e s e  t h r e e  e q u a t i o n s  ( 1 ,  2 ,  3 ) ,  
t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o s a c c h a r i d e  ( M S )  ,  p o l y s a c c h a r i d e  
.  0  
( P S )  a n d  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e  ( H S )  c a n  b e  c a l c u l a t e d .  T h e  f i n a l  
0  0  
e q u a t i o n s  u s e d  a r e :  
( M S )  =  1 . 1 1 1  F
1  
0  .  
( 4 )  
( P S )
0  
=  i . 8 2 8  F
2  
- 1 . 1 8 0  F
1  
- 0 . 1 6 9  U F  
( 5 )  
( H S )
0  
=  1 . 4 3 5  U F  +  0 . 2 6 5  F l  - 1 . 8 2 8  F
2  
( 6 )  
( T S )
0  
=  1 . 2 6 6  U F  +  0 . 2 1 1  F
1  
( 7 )  
I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  f r a c t i o n a t i o n  s c h e m e  
a r e  r e q u i r e d  f o r  a n  u n a m b i g u o u s  c a l c u l a t i o n  o f  ( T S )  .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  
0  
t h e  m o n o s a c c h a r i d e  f r a c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  c o n s i s t e n t l y  s m a l l  ( s e e  
R e s u l t s ) ,  t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r  i n  t h e  u n f r a c t i o n a t e d  s a m p l e s  
( e . g . ,  J a n u a r y  a n d  F e b r u a r y  w a t e r  s a m p l e s )  w a s  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  
a n a l y s i s  o f  t h e  u n f r a c t i o n a t e d  s a m p l e  u s i n g  E q .  7  a n d  a s s u m i n g  t h a t  
( M S )  =  0 .  T h e  r e s u l t i n g  e q u a t i o n  i s :  
0  
( T S )  
0  
1 . 2 6 6  U F  
· w h i c h  w i l l  y i e l d  s l i g h t l y  l o w  r e s u l t s  d u e  t o  t h e  e x c l u s i o n  o f  m o n o -
s a c c h a r i d e s  i n  t h e  m o d i f i e d  e q u a t i o n .  
( 8 )  
I  
\  
~ 
·  l  
l  
\ ( .  
I  
I  
T o t a l  D i s s o l v e d  S u g a r s  
l . O O ( M S )  ,  l . O O ( P S )  ,  1 . 0 0 ( H S )  
0  0  0  
E v a p o r n t i o n .  
0 . 9 5 ( M S )  ,  l . O O ( P S )  ,  1.00(~ 
0  0  ~J 
A c i d  H y d r o l y s i s  
L
7 1 ( M S )  , ·  0 . 8 7 ( P S )  ,  0 . 8 7 ( H S ) .  
0  0  0  
( a l l  s u g a r  p r e s e n t  a s  M S )  
- .  ,  -
_  I  XAD~; R e s i n  
o . 6 8 ( M s )  ,  ·o.83.(Ps~.s30is) I  
0  0  0  
~ E v a p o r a t i o n  
0 . 6 4 ( M S )  '  0 . 7 9 ( P S )  '  0 . 7 9 ( H S )  I  
.  0  0  0  
D e r i v a t i z a t i o n  
a n d  A n a l y s i s  
T o t a l  R e c o v e r e d  S u g a r s  .<~ 
l  U F  =  0 . 6 4 ( M S )
0  
+  0 . 7 9 ( P S )
0  
+  0 . 7 9 ( H S ) J  
3 0  
- t  
F i g u r e · s .  O v e r a l l  r e c o v e r y  o f  s u g a r s  i n  u n f r a c t i o n a t e d ·  s a m p l e s .  
( S e e  T a b l e  V  f o r  p e r c e n t  r e c o v e r i e s  i n  e a c h  s t e p . )  
!  
!  
t  
>  
)  
'  
l  
~ 
I  
· I  
3 1  
T o t a l  ~issolved S u g a r s  I  
l . O O ( : M S )  ,  1 . 0 0  ( P S )  ,  1 . 0 0 ( H S )  J  
0  0  0  
X A D - 7  R e s i n  
0 . 9 5 ( M S )
0
,  0 . 7 5 ( P S )
0
,  0 . 0 8 8 ( H S )
0  
I  
N e u t r a l i z a t i o n  a n d  
E v a p o r a t i o n  
E v a p o r a t i o n  
I  
0 . 9 0 ( M S )  ,  0 . 7 5 ( P S )  ,  0 . 0 8 8 ( H S )  
0  0  .  0  
0  .  9  0  ( M S )  ,  0  •  7  5  ( P S )  ,  0  •  0  8  8  ( H S )  
0  0  0  
H y d r o l y s i s  
D e r i v i t i l  z a t i o n  a n d  
A n a l y s i s  ( o n l y  M S  d e r i v a t i z e d )  
f  
c o v e r e d  u n h y d r o l y z e d  
f r a c t i o n  ( F  )  
.  .  .  1  . . .  
o.~(MS)~, 0 . 6 5 ( P S - ) o ,  0 . 0 7 6 ( H S ) o  I  
( a l l  s u g a r  p r e s e n t  a s  M S )  
r F l  =  0 . 9 0 ( M S J  
E v a p o r a t i o n  
0 . 6 4 ( M S )  '  0 . 6 2 ( P S )  '  0 . 0 7 3 ( H S )  I  
0  0  0  
D e r i v a t i z a -
t i o n  a n d  
A n a l y s i s  
R e c o v e r e d  h y d r o l y z e d  f r a c t i o n  ( F
2
)  
~4(MS) + 0 . 6 2 ( P S )  + 0 . 0 7 3 ( H S )  
L~ o  o  o  
F i g u r e  9 .  O v e r a l l  r e c o v e r y  o f  s u g a r s  i n  f r a c t i o n a t e d  s a m p l e s .  
( S e e  T a b l e  V  f o r  p e r c e n t  r e c o v e r i e s  i n  e a c h  s t e p . )  
·  1  
I  
- ,  
3 2  
B e c a u s e  o f  t h e  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o m e  s u g a r  s p e c i e s ,  
t h e  c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o m e  s p e c i e s  f r o m  E q .  ~-7 a r e  o c c a -
s i o n a l l y  l e s s  t h a n  z e r o .  I n  t h e s e  i n s t a n c e s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h a t  s p e c i e s  i s  a s s u m e d  t o  b e  z e r o  a n d  t h e  r e m a i n i n g  s p e c i e s  a r e  
d e c r e a s e d  p r o p o r t i o n a l l y  u n t i l  t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n  
e q u a l s  ( T S )  a s  c a l c u l a t e d  f r o m  E q .  8 .  
0  
C O L L E C T I O N  O F  W A T E R  S A M P L E S  
S a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  J a n u a r y ,  F e b r u a r y  a n d  M a r c h ,  1 9 7 9  i n  
o n e  l i t e r  l i n e a r  p o l y e t h y l e n e  b o t t l e s  a t  e a c h  s a m p l e  s i t e .  T w o  m l  o f  
1 . 5  M  N a N
3  
s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  b o t t l e  a s  a  p r e s e r v a t i v e .  A l l  
s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  u n d e r  r e f r i g e r a t i o n  a t  5 ° C  b e f o r e  a n a l y s i s .  
O t h e r  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f o r  a n a l y s e s  o f  m a j o r  i o n s  a n d  a l g a e .  
T e m p e r a t u r e ,  pH,~ d i s s o l v e d .  o x y g e n ,  a n d  disc.h:ii~ge w e r e  m e a s u r e d  i n  t h e  
f i e l d  a t  e a c h  s a m p l e  s i t e  ( t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  a n a l y s e s  w i l l  b e  
publish~d e l s e w h e r e ) .  
- . t  
·  1  
I  
R E S U L T S  
T h e  f i r s t  a t t e m p t  w a s  t o  m a k e  t r i m e t h y l s i l y l  e t h e r  d e r i v a t i v e s  
o f  t h e  s u g a r s ,  b u t ,  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  o p e n - c h a i n ,  a - p y r a n o s e ,  
B - p y r a n o s e ,  a n d  o t h e r  f o r m s ,  e a c h  s u g a r  y i e l d e d  a  c o m p l i c a t e d  c h r o m a -
t o g r a m  w h i c h  w a s  d i f f i c u l t  t o  a n a l y z e  q u a n t i t a t i v e l y .  A l d i t o l  a c e t a t e  
d e r i v a t i v e s  o f  s u g a r s  d i d  n o t  h a v e  t h o s e  p r o b l e m s .  E a c h  s u g a r  h a d  
o n l y  o n e  d e r i v a t i v e ,  t h e  d e r i v a t i z a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  v e r y  r e p r o d u c i b l e ,  
a n d  t h e  d e r i v a t i v e s  w e r e  s t a b l e  o v e r  t w o  m o n t h s  i n  c a p p e d  v i a l s .  
T y p i c a l  c h r o m a t o g r a m s  f o r  a  s t a n d a r d  a n d  a  w a t e r  s a m p l e  a r e  g i v e n  
i n  F i g u r e  1 0 .  
T h e  t o t a l _  d i s s o l v e d  s u g a r s  f r o m  u n f r a c ; i o n a t e d  s a m p l e s  w e r e  
m e a s u r e d  f o r  J a n u a r y ,  F e b r u a r y  a n d  M a r c h ,  1 9 7 9 .  T h e  r e s u l t s  a r e  i n  
T a b l e s  V I ,  V I I ,  a n d  V I I I .  
T h e  f r a c t i o n a t e d  a n a l y s i s  w a s  o b t a i n e d  f o r  W R - 1 0 ,  W R . - 5 0  a n d  W R - 5 6  
i n  M a r c h ,  1 9 7 9 .  T h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f .  s u g a r  s p e c i e s  ( M S ,  P S  
a n d  H S )  i n  W R - 1 0 ,  W R - 5 0 ,  a n d  W R - 5 6  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  u s i n g  e q u a t i o n s  
4 - 7  f o r  t h e  M a r c h ,  1 9 7 9  s a m p l e s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I X .  
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D I S C U S S I O N  
G a s  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  
o f  d i s s o l v e d  c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  w a s  a  s e n s i t i v e  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  s u g a r s ,  w i t h  a  d e t e c t i o n  
l i m i t  o f  2 5  n M .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  o b t a i n e d  w i t h  t h e  p a p e r  c h r o m a -
t o g r a p h i c  m e t h o d  o f  W h i t t a k e r  a n d  V a l l e n t y n e  ( 1 9 5 7 )  w a s  1  µ g  p e r  
s p o t  f o r  e a c h  s u g a r .  W i t h  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y ,  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  p e r  i n j e c t i o n  i s  2 5  p m o l e s ,  o r  
4 . 5 0  n g  o f  e a c h  h e x o s e  a n d  3 . 7 5  n g  o f  e a c h  p e n t o s e .  T h e  s e n s i t i v i t y  
o b t a i n e d  b y _ t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  i n  t h i s  s t u d y  i s  a p p r o x i -
m a t e l y  2 0 0  t i m e . 3 _ .  g r e a t e r  t h a n  w i t h  t h e  p a p e r  _s~romatographic m e t h o d .  
B e c a u s e  o f  t h e  v e r y  l o w  d e t e c t i o n  l i m i t ,  o n l y  1 0 0  m l  o f  e a c h  
s a m p l e  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  V a l l e n t y n e  a n d  W h i t t a k e r  ( 1 9 5 6 )  
n e e d e d  2 , 0 0 0  - 5 , 0 0 0  m l ,  a n d  D e g e n s  e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  r e q u i r e d  2 , 0 0 0  m l .  
T h e  t o t a l  t i m e  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  p r i o r  t o  d e r i v a t i z a t i o n ,  
f o r  d e r i v a t i z a t i o n ,  a n d  f o r  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  w a s  a p p r o x i -
m a t e l y  2 4  h o u r s  f o r  a l l  1 1  s a m p l e s ,  i n c l u d i n g  a  1 0  h o u r  e v a p o r a t i o n  
t i m e .  T h i s  i s  n o t  v e r y  l o n g  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h r e e  d a y s  r e q u i r e d  
f o r  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  l o s s e s  o f  s u g a r s  i n  e a c h  s t e p  w e r e  d e t e r m i n e d  
a n d  t h e  o v e r a l l  r e c o v e r y  o f  7 9 %  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  o b t a i n e d .  
T h e  i o n  e x c h a n g e  r e s i n . w h i c h  w a s  u s e d  b y  m a n y  i~vestigators ( V a l l e n t y n e  
a n d  B i d w e l l ,  1 9 5 6 ;  V a l l e n t y n e  a n d  W h i t t a k e r ,  1 9 5 6 ;  a n d  W h i t t a k e r  a n d  
4 0  
V a l l e n t y n e ,  1 9 5 7 )  r e p o r t e d l y  c a u s e d  l o s s e s  o f  a b o u t  2 5 %  o f  t h e  s u g a r s .  
T h i s  k i n d  o f  r e s i n  w a s  n o t  u s e d  i n  t h i s  r e s e a r c h ,  a n d  i n o r g a n i c  s a l t  
r e s i d u e s  d i d  n o t  i n t e r e f e r e  w i t h  t h e  s u g a r  a n a l y s i s .  
T o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  0 . 0 8 - 7 . 6 7  µ M  f o r  t h e  
W i l l i a m s o n  R i v e r  s y s t e m .  B i k b u l a t o v  a n d  S k o p i n t s e v  ( 1 9 7 4 )  faun~ 
f r o m  1 0  t o  2 2  µ M  d i s s o l v e d  s . u g a r s  i n  n a t u r a l  w a t e r s  c o n t a i n i n g  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s .  W~lsh ( 1 9 6 5 )  o b t a i n e d  
d i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  r a n g e  o f ·  6  - 1 8  µ M .  T h e  s u g a r  
c a r b o n  i n  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  c o n s t i t u t e s  a  v e r y  s m a l l  f r a c t i o n  o f  
t h e  t o t a l  o r g a n i c  c a r b o n  ( T O C ) ,  b e i n g  o n l y  0 . 2  t o  2 . 0 %  o f  T O C .  
B i r g e  a n d  J u d a y  ( 1 9 3 4 )  e s t i m a t e d  t h a t  c a r b o h y d r a t e  c o n s t i t u e n t s  a r e  
7 3 . 4  - 8 9 . 9 %  o f  t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  o r g a n i c  m a t t e r  i n  m a n y  W i s c o n s i n  
l a k e s .  O b v i o u s l y  t h e s e ·  d a t a  a r e  m u c h  h i g h e r  t h a n  t h e  d a t a  r e p o r t e d  b y  
~ 
o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  a n d  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y .  
T h e  r e s u l t s  i n  T a b l e s  V I  - V I I I  a n d  F i g u r e s  1 1  - 1 3  g r a p h i c a l l y  
i l l u s t r a t e  h o w  t h e  i n d i v i d u a l  a n d  t o t a l  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  v a r y  
t h r o u g h o u t  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  s y s t e m  d u r i n g  e a c h  m o n t h .  
T h e  s p r i n g  w a t e r s  ( W R - 1 0  a n d  S C - 2 . 0 )  g e n e r a l l y  c o n t a i n  v e r y  f e w  
a l g a e ,  a n d  a l s o  h a v e  l o w  T O C ' s .  T h e s e  s a m p l e s  a r e  a l s o  q u i t e  l o w  i n  
d i s s o l v e d  s u g a r s .  A s  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  e n t e r s  K l a m a t h  M a r s h ,  t h e  
s u g a r  c o n c e n t r a t i o n ,  T O G ,  a n d  c o l o r  ( a s  a b s o r b a n c e  a t  4 2 0  n m )  a l l  
i n c r e a s e  s u b s t a n t i a l l y .  T h e  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n  r e a c h e s  a  m a x i m u m  
a t  W R - 5 0 ,  a n d ,  a f t e r  t h a t  p o i n t  i n  t h e  r i v e r ,  d i l u t i o n  f r o m  s m a l l  
s p r i n g s  a n d  t r i b u t a r i e s  r e d u c e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s u g a r s .  
t  
I  
I  
i  
i  
I t  c a n · b e  s e e n  f r o m  F i g u r e s  1 1 ,  1 2  a n d  1 3  t h a t  a b o u t  5 0 %  o f  
t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r s  a r e  p e n t o s e s ,  w i t h  x y l o s e  b e i n g  g e n e r a l l y  
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4 4  
m o r e  a b u n d a n t  t h a n  a r a b i n o s e .  A m o n g  t h e  h e x o s e s ,  m a n n o s e  i s  p r e s e n t  
a t  a  l o w  b u t  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  c o n c e n t r a t i o n .  G a l a c t o s e  a n d  g l u c o s e  
a r e  v e r y  n e a r l y  e q u a l  t h r o u g h o u t  m o s t  o f  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  s y s t e m .  
T h e  r e s u l t s  i n  T a b l e  I X  s h o w  t h a t  m o n o s a c c h a r i d e s  a c c o u n t  
f o r  2 - 1 4 %  o f  t h e  t o t a l  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  t h o s e  s a m p l e  s i t e s  
f o r  w h i c h  t h e  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  u s e d .  B a s e d  o n  t h e s e  
l i m i t e d  r e s u l t s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  monosaccharid~s r e p r e s e n t  a  l a r g e r  
f r a c t i o n  o f  t o t a l  s a c c h a r i d e s  i n  s p r i n g  w a t e r  t h a n  i n  w a t e r s  w h i c h  a r e  
h i g h  i n  h u m i c  s u b s t a n c e s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  a c t u a l  m o n o s a c c h a r i d e  
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e .  s i m i l a r  i n  b o t h  t y p e s  o f  w a t e r s .  
B e c a u s e  o f  t h e  s m a l l  f r a c t i o n  o f  h u m i c  s u b s t a n c . e s  w h i c h  i s  
n o t  a d s o r b e d  o n  X A D - 7  r e s i n ,  t h e r e  i s  s o m e  a n a l y t i c a l  d i f f i c u l t y  
i n  d i s t i n g u . i s h i n g  b e t w e e n  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  h u m i c  b o u n d  s a c c h a r i d e s .  
O n  t h e  b a s i s  o f  t h e  f r a c t i o n a t i o n  t h a t  h a s  b e e n  d o n e ,  i t  s e e m s  t h a t  
t h e  p o l y s a c c h a r i d e  f r a c t i o n s  a r e  m o r e  v a r i a b l e  t h a n  t h e  m o n o s a c c h a r i d e s .  
I n  a l l  t h r e e  s a m p l e s ,  h a l f  o r  m o r e  o f  t h e  d i s s o l v e d  s u g a r s  a p p e a r  t o  
b e  a s s o c i a t e d  w i t h  h u m i c  s u b s t a n c e s .  
T o  g a i n  m o r e  i n s i g h t  i n t o  t h e  f a c t o r s  t h a t  m a y  t e n d  t o  a f f e c t  
t h e  s u g a r  c o n t e n t  i n  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r ,  s t a t i s t i c a l  c o r r e l a t i o n s  
b e t w e e n  t h e  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  o t h e r  p o t e n t i a l l y  
r e l a t e d  v a r i a b l e s  w e r e  c a l c u l a t e d  ( T a b l e  X ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  
a  s t r o n g  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r s  a n d  a b s o r b a n c e  
a t  4 2 0  n m  ( a  m e a s u r e  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s  - s e e  F i g u r e  1 4 )  b u t  a  
w e a k e r  c o r r e l a t i o n  w i t h  T O C .  T h e  s t a t i s t i c a l  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  
r e s u l t s  o f  t h e  f r a c t i o n a t i o n  s t u d y ,  w h i c h  s h o w e d  t h a t  t h e  m a j o r _ i t y  
o f  s u g a r s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  h u m i c  s u b s t a n c e s .  A  g o o d  c o r r e l a t i o n  
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A b s o r b a n c e  
F i g u r e  1 4 .  T o t a l  ~ugar c o n c e n t r a t i o n s  ( µ M )  v e r s u s  a b s o r b a n c e  
( a t  4 2 0  n m ) .  
4 6  
. . , ,  
w a s  a l s o  f o u n d  b e t w e e n  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r s  a n d  a m i n o  a c i d s .  O t h e r  
r e s e a r c h  w h i c h  i s  c u r r e n t l y  u n d e r w a y  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  h a s  s h m m  
t h a t  m o s t  a m i n o  a c i d s  a r e  b o n d e d  t o  h u m i c  s u b s t a n c e s  ( L y t l e ,  1 9 7 9 ) .  
T h e r e  i s  a  s t r o n g  n e g a t i v e  s t a t i s t i c a l  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  s i l i c a  c o n c e n t r a t i o n  
( T a b l e  X  a n d  F i g u r e  1 5 ) ,  w h i c h  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s u g a r  c o n c e n -
t r a t i o n  i n  t h e  w a t e r  i s  r e l a t e d  t o  t h e  g r o w t h  o f  d i a t o m s .  T h e r e  i s  
n o t  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t o t a l  d i s s o l v e d  s u g a r s  a n d  n i t r a t e  
o r  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h i c h  a r e  t h o s e  s p e c i e s  w h i c h  u s u a l l y  
l i m i t  t h e  a l g a l  p r o d u c t i v i t y .  
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S i l i c a  C o n c e n t r a t i o n s  ( µ M )  
F i g u r e  1 5 .  
T o t a l  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  ( µ M )  v e r s u s ·  s i l i c a  
c o n c e n t r a t i o n s  ( µ M ) .  
C O N C L U S I O N S  
A l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  o f  s u g a r s  a r e  s u i t a b l e  f o r  g a s ·  
c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  c a r b o h y d r a t e s  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  O n l y  
o n e  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k  w a s  o b t a i n e d  f o r  e a c h  s u g a r  a n d  t h e  t o t a l  
t i m e  r e q u i r e d  f o r  e l u t i o n  i s  t w e n t y  m i n u t e s .  T h e  t o t a l  t i m e  r e q u i r e d  
t o  p r e p a r e  t w e l v e  w a t e r  s a m p l e s  f o r  a n a l y s i s  i s  a p p r o x i m a t e l y  t w e n t y -
f o u r  h o u r s .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  i s  2 5  n M  f o r  e a c h  s u g a r .  T h e  v o l u m e  
o f  w a t e r  s a m p l e  i s  1 0 0  m l .  D e s p i t e  t h e  s m a l l  v o l u m e  o f  s a m p l e s ,  
. o v e r a l l  r e c o v e r y  ( a p p r o x i m a t e l y  7 9 % )  i s  b e t t e r  t h a n  f o r  o t h e r  m e t h o d s .  
W i t h  t h e  u s e  o f  X A D - 7  t o  s e l e c t i v e l y  a d s o r b  h u m i c  s u b s t a n c e s ,  
a d d i t i o n a l  info~mation a b o u t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i s s o l v e d  s u g a r s  
i n  t h e  f o r m  o f  m o n o  s a c c h a r i d e s ,  p o l y . s a c c h a r i d e s ,  a n d  h u m i c - b o n d e d  
s a c c h a r i d e s  i s  o b t a i n a b l e .  
T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h y d r o l y z a b l e  c a r b o h y d r a t e s  w e r e  o b t a i n e d  
f o r  e l e v e n  s t a t i o n s  o f  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  s y s t e m  i n  J a n u a r y ,  
F e b r u a r y ,  a n d  M a r c h ,  1 9 7 9 .  E a c h  m o n t h ,  i n d i v i d u a l  s u g a r s  ( a r a b i n o s e ,  
x y l o s e ,  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  a n d  g l u c o s e )  r a n g e d  f r o m  0 . 0 0  t o  2 . 5 5  µ M ,  
w i t h  t o t a l  s u g a r s  r a n g i n g  f r o m  0 . 0 8 ' t o  7 . 6 7  µ M .  T h e  h i g h e s t  c o n c e n -
t r a t i o n  o f  s u g a r s  a p p e a r e d  i n  t h o s e  s a m p l e  s i t e s  w i t h  h i g h e s t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  h u m i c  s u b s t a n c e s .  A f t e r  f l o w i n g  t h r o u g h  K l a m a t h  
M a r s h ,  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u g a r s  i n c r e a s e d  b y  a  f a c t o r  o f  
a b o u t  5 .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u g a r s  i n  s p r i n g  
w a t e r s  r a n g e d  f r o m  0 . 0 8  t o  0 . 2 0  µ M .  
1  
I  
T h e  f r a c t i o n a t i o n  a n a l y s i s  o f  d i s s o l v e d  m o n o s a c c h a r i d e s ,  
p o l y s a c c h a r i d e s ,  a n d  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s ,  w h i c h  w a s  p e r f o r m e d  
f o r  t h r e e  s a m p l e s  i n  M a r c h ,  1 9 7 9 ,  g a v e  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
m o n o s a c c h a r i d e s ,  w h i c h  a c c o u n t e d  f o r  a b o u t  1 0 %  o f  t h e  t o t a l  s u g a r  
i n  s p r i n g  w a t e r s  a n d  a b o u t  2 . 5 %  o f  t h e  t o t a l  s u g a r s  i n  h u m i c - r i c h  
w a t e r s .  P o l y s a c c h a r i d e s  w e r e  h i g h l y  v a r i a b l e , ·  a c c o u n t i n g  f o r  1 - 5 0 %  
o f  t h e  t o t a l  s u g a r s .  T h e  r e m a i n i n g  s . u g a r s  a r e  a p p a r e n t l y  s t r o n g l y  
a d s o r b e d  o r  c o v a l e n t l y  b o n d e d  t o  h u m i c  s u b s t a n c e s .  
5 0  
j  
l  
l  
> ! t  
S U M t : · L t . . . R Y  
G a s  c h r o m a t o g r a p h i c  a~alyses o f  a l d i t o l  a c e t a t e  d e r i v a t i v e s  
o f  p e n t o s e s  ( a r a b i n o s e  a n d  x y l o s e )  a n d  h e x o s e s  ( m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  
a n d  g l u c o s e )  w e r e  i n v e s t i g a t e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  d i s s o l v e d  
s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  W i l l i a m s o n  R i v e r  s y s t e m .  D i s s o l v e d  
s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  f o r  a l l  s a m p l e s  i n  J a n u a r y ,  
F e b r u a r y ,  a n d  M a r c h  o f  1 9 7 9 .  
D i s s o l v e d  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g e d  f r o m  0 . 0 8  t o  7 . 6 7  µ M ,  
w i t h  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o c c u r r i n g  i n  t h e  h u m i c - r i c h  s a m p l e s ,  
a n d  t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s p r i n g  w a t e r s .  P e n t o s e s  w e r e  
a b o u t  5 0 %  o f  t h p . : :  t o t a l  s u g a r s .  
T h e  f r a c t i o n a t i o n  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  
o f  d i s s o l v e d  f r e e  m o n o s a c c h a r i d e s ,  p o l y s a c c h a r i d e s ,  a n d  h u m i c - b o n d e d  
s a c c h a r i d e s  f o r  t h r e e  s a m p l e  s i t e s  i n  M a r c h ,  1 9 7 9 .  A p p r o x i m a t e l y  
9 1 %  o f  t h e  h u m i c  s u b s t a n c e s  c o u l d  b e  r e m o v e d  b y  a d s o r p t i o n  o n  
X A D - 7  r e s i n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  f o u n d  w e r e  i n  t h e  r a n g e  o f  0 . 0 0  
0 . 1 3  µ M  o f  m o n o s a c c h a r i d e s ,  0 . 0 0  - 3 . 0 1  µ M  o f  p o l y s a c c h a r i d e s ,  a n d .  
0 . 3 4  - 3 . 8 3  µ M  o f  h u m i c - b o n d e d  s a c c h a r i d e s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
m o n o s a c c h a r i d e s  w e r e  v e r y  l o w  i n  a l l  o f  t h e  s a m p l e s .  M o r e  t h a n  
5 0 %  o f  t h e  s u g a r s  w e r e  b o u n d  t o  h u m i c  s u b s t a n c e s .  
R E F E R E N C E S  
A b d e l - A k h e r ,  J . A .  1 9 6 5 .  A n a l .  C h e m .  3 7 : 1 6 0 2 - 1 6 0 4 .  
B i k b u l a t o v ,  E . S .  a n d  S k o p i n t s e v ,  B . A .  1 9 7 4 .  G i d r o k h i m .  M a t e r  
6 0 : 1 7 9 - 1 8 5 .  
B i r g e ,  E . A .  a n d  J u d a y ,  C .  1 9 2 6 .  B u l l .  U . S .  B u r .  F i s h .  4 2 : 1 8 5 - 2 0 5 .  
B i r g e ,  E . A .  a n d  J u d a y ,  C .  1 9 3 4 .  E c o l .  M o n o g r .  4 : 4 4 0 - 4 7 4 .  
B o e s e k e n ,  J - .  · 1 9 4 9 .  I n ,  ' A d v a n c e s  i n  C a r b o h y d r a t e  C h e m . ,  V o l .  4 : 1 8 9 -
2 1 0 .  P i g m a n ,  W . W .  a n d  W o l f r o m ,  M . C . ,  e d i t o r s .  A c a d .  P r e s s - ,  N Y  
C l a r k ,  F . E .  a n d  T a n ,  K . H .  1 9 6 9 .  S o i l  B i o l .  B i o c h e m .  1 : 7 5 - 8 1 .  
C r o w e l l ,  E . P .  a n d  B u r n e t t ,  B . B .  1 9 6 7 .  A n a l . .  C h e m .  3 9 ( 1 ) : 1 ? 1 - 1 2 4 .  
D e g e n s ,  E . T . , .  R e u t e r ,  J . H . ,  a n d  S h a w ,  K . N . F .  1 9 6 4 .  G e o c h i m .  e t  
C o s m o  A c t a  2 8 : 4 5 - 6 6 .  
D u b o i s ,  M . ,  G i l l e s ,  K . A . ,  H a m i l t o n ,  J . K . ,  R e b e r s ,  P . A . ,  a n d  S m i t h , .  F .  
1 9 5 6 .  A n a l .  C h e m .  2 8 : 3 5 0 - 3 5 6  
R a n d a ,  N~ 1 9 7 2 .  P r o c .  J a p a n .  A c a d .  4 8 : 5 1 0 - 5 1 5 .  
R a n d a ,  N .  a n d  M i z u n o ,  K .  1 9 7 3 .  G e o c h e m i c a l  J o u r n a l  7 : 2 1 5 - 2 3 0 .  
H a n s  H e n n i n g ,  1 9 7 7 .  A r c h .  H y d r o b i o l . ,  S u p p l .  5 3 ( 2 ) : 1 5 9 - 2 5 4 .  
I v l e v a ,  I . N . ,  S e m e n o v ,  A . D . ,  a n d  D a t s k o ,  V . G .  1 9 6 4 .  ' G i d r o k h i m .  
M a t e r  3 8 : 1 4 4 - 1 4 9 .  
L e e n h e e r ,  J . A .  a n d  H u f f m a n ,  E . D . W .  1 9 7 6 .  J o u r .  Res~ U . S .  · G e o l .  
S u r v e y  4 ( 6 ) : 7 3 7 - 7 5 1 .  
L e e n h e e r ,  J . A .  a n d  M a l c o l m ,  R . L .  1 9 7 3 .  G e o l .  S u r v e y  W a t e r - S u p p l y  
P a p e r  1 8 1 7 - E .  U . S .  G o v e r n m e n t  P r i n t i n g  O f f i c e ,  W a s h i n g t o n ,  D . c . ·  
L o w e ,  L . E .  1 9 6 8 .  C a n .  J .  S o i l  S c i .  4 8 : 2 1 5 - 2 1 7 .  
L o w e ,  L . E .  1 9 6 9 .  C a n .  J .  S o i l  S c i .  4 9 : 1 2 9 - 1 4 1 .  
L o w e ,  L . E .  1 9 7 5 .  C a n .  J .  S o i l  S c i .  5 5 : 1 1 9 - 1 2 6 .  
L y t l e ,  C .  1 9 7 9 .  P e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n .  
l  
M a n t o u r a ,  R . F . C .  a n d  R i l e y ,  J . P .  1 9 7 5 .  A n a l .  C h i m i c a  A c t a  7 6 : 9 7 - 1 0 6 .  
R e u t e r ,  J . H .  a n d  P e r d u e ,  E . M .  1 9 7 7 .  G e o c h i m .  e t  C o s m o c · h .  A c t a  
4 1 : 3 2 5 - 3 3 4 .  
R o g e r s ,  M . A .  1 9 6 5 .  G e o c h i m .  e t  C o s m o c h .  A c t a  2 9 : 1 8 3 - 2 0 0 .  
S a u n d e r s ,  G . W .  1 9 6 3 .  P u b l .  G r e a t  L a k e s  R e s .  D i v . ,  U n i v .  M i c h .  
1 0 : 2 4 5 - 2 5 7 .  
S e m e n o v ,  A . D . ,  P a s h a n o v a ,  A . P . ,  K i s h k i n o v a ,  T . S . ,  a n d  N e m t s e v a ,  L . I .  
1 9 6 7 .  S o v i e t  H y d r o l o g y ;  S e l e c t e d  P a p e r s  5 : 5 4 9 - 5 5 3 .  
S h a p i r o ,  J .  1 9 5 7 .  L i m n o l .  O c e a n o g .  1 1 ( 3 ) : 1 6 1 - 1 7 9 .  
S w a i n ,  F . M . ,  B r a t t ,  J . M . ,  a n d  K i r k w o o d ,  S .  1 9 6 7 .  J .  P a l e o n t  4 1 : 1 5 4 9 -
1 5 5 4 .  
V a l l e n t y n e ,  J . R .  a n d  B i d w e l l ,  R . G . S .  1 9 5 6 .  E c o l .  3 7 : 4 9 5 - 5 0 0 .  
V a l l e n t y n e ,  J . R .  a n d  W h i t t a k e r ,  J . R .  1 9 5 6 .  S c i e n c e  124:1026~1027. 
W a l s h ,  G . E .  1 9 6 5 .  L i m n o l .  O c e a n o g .  1 0 : 5 7 0 - 5 7 6 .  
W e i n m a n n ,  G .  1 9 7 0 .  A r c h .  H y d r o b i o l . ,  S u p p l .  3 7 : 1 6 4 - 2 4 2 .  
5 3  
W h i t t a k e r ,  J . R .  a n < l  V a l l e n t y n e ,  J . R .  1 9 5 7 .  
L i m n o l .  O c e a n o g .  2 : 9 8 - 1 1 0 .  
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A P P E N D I X  B  
C H E M I C A L  S T R U C T U R E S  A N D  F O R M U L A S  
H e x o s e s :  
H ' - . .  . . & O  
c~ 
I  
H - C - O H  
I  
H O - - c - . .  H  
I  
H - c - o H  
I  
H - C - - O H  
J  
C H
2
0 H  
D - g l u c o s e  
P e n t o s e s :  
H ,  
0
0  
" ' c  - ? "  
1  
H - - y - O H  
HO-~-H 
H O - C  - - - r I  
H--~-OH 
d H
2
0 H  
D - g a l a c t o s e  
H"-c~o 
H o - b - . . H  
I '  
H - C  - O H  
H - - 1 - o H  
I  
C H
2
0 H  
D - a r a b i n o s e  
H ,  ~O 
' c  : : / " '  
t  
H o - 1 - H  
H O - C - H  
H "  ~O 
H - - ! - O H  
H O - - · H  
H-~-OH 
I  
c~
2
oH 
D - x y l o s e  
t  
H - c - o H  
1  
H - - C - - O H  
l  
C H
2
0 H  
D - m a n n o s e  
- " 1  
I n  a  s o l u t i o n ,  t h e  p y r a n o s e  f o r m s  predominate~ e . g . ,  t h e  g l u c o s e  
p y r a n o s e  f o r m s  a r e :  
H O  
H O  
~\ O H  
.  ' o ' H ' Y  
S - D - g l u c o p y r a n o s e  
a - D - g l u c o p y r a n o s e  
O H  
5 6  
A l d i t o l  a n d  A l d i t o l  A c e t a t e s  
A n  a l d i t o l  i s  a  p o l y h y d r o x y l  c o m p o u n d ,  w h i c h  i s  o b t a i n e d  b y  
r e d u c t i o n  o f  t h e  a l d e h y d e  g r o u p  o f  t h e  s u g a r  t o  t h e  h y d r o x y l  g r o u p .  
T h e  a l d i t o l  o f  g l u c o s e  i s :  
C H
2
0 H  
I  
H - c - o H  
I  
· H o - . .  9 - H  
I  
H - C - O H  
H - b - o H  
f  
C H
2
0 H  
g l u c i t o l  
T h e  a l < l i t : o l  a c e t a t e  o f  a  s u g a r  i s  obta;1:~1ed b y  r e a c t i n g  t h e  
a l d i t o l  o f  t h e  s u g a r  w i t h  a c e t i c  a n h y d r i d e .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  
a l d i t o l  a c e t a t e  o f  g l u c o s e  i s :  
C H
2
0 A c  
I  .  
H - C - O A c  
I  
A c O - C - H  
1  
H - - C - - - O A c  
H - 1 - o A c  
l  
CH
2
0~c 
g l u c i t o l  a c e t a t e  
